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Введение
Метаболический ацидоз является атрибутом многих экстре­
мальных физиологических и патологических состояний, в частности, 
связанных со значительной активацией процессов, при которых про­
исходит потребление энергии, с нарушением функций митохондрий, 
недостаточным снабжением тканей кислородом, избыточным окисле­
нием липидов при голодании или сахарном диабете (L. Оріе, 1978; 
Р. Yan, J. S. Cheah, A. C. Thai et al., 1983; A. Katz, A. Edlund, K. Sahlin, 
1987; W. Kamiike, S. Shimizu, N. Hatanaka et al., 1995; K. Sato, 
Y. Kashiwaya, C. A. Keon et al., 1995; C. H. Thompson, G. J. Kemp,
B. Rajagopalan et al., 1995; B. K. Siesjo, K. I. Katsura, T. Kristian et al., 
1996; C. Aalkjaer, H. L. Peng, 1997; P. Jouannet, C. Serres, 1998). Осо­
бое значение метаболический ацидоз приобретает в условиях интен­
сивной мышечной работы. Ряд исследователей считают, что он явля­
ется основным фактором, ответственным за утомление и ограничение 
работоспособности при физических нагрузках (L. Kaijser, 1970; 
J. Karlsson, С. F. Funderburk, В. Essen et al., 1975; J. R. Williamson, 
S. W. Schaffer, C. Ford et al., 1976; G. W. Mainwood, J. M. Renaud, 
1985; K. Iwanaga, M. Sakurai, T. Minami et al., 1992; G. J. Kemp,
D. J.Taylor, C. H. Thompson et al., 1993; Y. Wang, G. J. Heigenhauser,
C. M. Wood, 1994; K. Iwanaga, M. Sakurai, T. Minami et al., 1996; 
H. Green, 1997; R. J. Maughan, P. L. Greenhaff, J. B. Leiper et al., 1997). 
Соответственно при разработке методов и приемов, повышающих ра­
ботоспособность, устойчивость организма в экстремальных состояни­
ях, ключевым становится анализ механизмов развития и купирования 
метаболического ацидоза.
В различных условиях метаболический ацидоз проявляется в ви­
де сдвига pH в кислую сторону накопления различных недоокислен- 
ных продуктов энергетического обмена: лактата, пирувата или ацето­
новых тел, кислот цикла Кребса и жирных кислот (H. Н. Яковлев, 
1978; J. V. Bonventre, J. Y. Cheung, 1985; S. Matsuoka, J. M. Jarmakani, 
H. H. Young et al., 1986; K. Sato, Y. Kashiwaya, C. A. Keon et al., 1995; 
R. Ferrari, A. Cargnoni, P. Bemocchi et al., 1996; J. O. Holloszy, 
W. M. Kohrt, P. A. Hansen, 1998; R. F. Ranallo, E. C. Rhodes, 1998). При 
физической работе основными кислотными эквивалентами являются
лактат и пируват (H. Н. Яковлев, 1976; А. С. Розенфельд, 1983;
G. J. Кешр, C. H. Thompson, A. L. Sanderson et al., 1994; Р. E. Bollaert,
В. Robin-Lherbier, J. P. Mallie et al., 1994). Одновременно существенно 
снижается концентрация бикарбоната и содержание щелочных ком­
понентов других буферных систем, в крови и тканях может разви­
ваться гипокапния, обусловленная компенсаторным ускорением вы­
ведения углекислого газа (Н. И. Волков, 1969; Р. Г. Науменко, 1976; 
Ф. Д. Голлник, JI. Германсен, 1982; S. J. Chirtel, R. W. Barbee, 
W. N. Stainsby, 1984; M. Sherman, A. Matityahu, D. Campbell, 1996).
Согласно сложившимся представлениям, причина метаболиче­
ского ацидоза при интенсивной мышечной нагрузке сводится к акти­
вации гликолиза, продуцирующего лактат и пируват, в силу недоста­
точной активности кислородзависимых систем энергообеспечения, 
т. е. в результате развития рабочей гипоксии. Развитие гипоксии при 
интенсивной работе и сопровождающее ее повышение степени вос- 
становленности NADH как в цитозоле вследствие активации гликоли­
за, так и в митохондриях могут приводить, по крайней мере в кардио- 
миоцитах и скелетных мышцах, к активации апоптоза и некроза. Это 
обусловлено тем, что избыток цитозольного NADH способствует ак­
тивации образования супероксидного аниона при гипоксии почти на 
порядок (K. М. Mohazzab-H, Р. М. Kaminski, М. S. Wolin, 1997). 
А в митохондриях при торможении дыхательной цепи возникают од­
ноэлектронные утечки, обеспечивающие образование активных форм 
кислорода (J. F. Turrens, A. Alexandre, A. L. Lehninger, 1985; 
A. Р. Haiestrap, K. Y. Woodfield, C. P. Connem, 1997; L. В. Becker, 
Т. L. Van den Hoek, Z. H. Shao et al., 1999). Наряду с генерацией ак­
тивных форм кислорода (АФК) гипоксические условия благоприятст­
вуют повышению внутриклеточной концентрации ионов кальция 
(D. Stone, V. Darley-Usmar, D. R. Smith et al., 1989; M. S. Paller, 
E. L. Green, 1994; F. Di Lisa, R. Menabo, M. Canton et al., 1998) и тор­
можению окисления NADH-зависимых субстратов (JI. Д. Лукьянова, 
1997; L. Schild, Т. Reinheckei, I. Wiswedel et al., 1997). Особенно уси­
ливается образование АФК при переходе от гипоксических условий 
к нормоксическим (Y. Fujii, М. E. Johnson, G .J. Gores, 1994; 
A. Р. Haiestrap, K. Y. Woodfield, C. P. Connem, 1997; L. B. Becker, 
T. L. Van den Hoek, Z. H. Shao et al., 1999).
Указанные факторы, как известно, ответственны за запуск раз­
ными путями либо регуляторного каскада апоптоза -  программируе­
мой гибели клеток, либо некроза в зависимости от степени воздейст­
вия этих факторов на митохондрии (Р. Bemardi, L. Scorrano, 
R. Colonna et al., 1999; M. Crompton, 1999, 2000; A. Haiestrap,
A. M. Davidson, 2000). При этом внутриклеточный ацидоз, обуслов­
ленный прежде всего избыточным гидролизом АТФ и накоплением 
лактата, может играть роль важного дополнительного фактора, запус­
кающего апоптоз и некроз (N. Н. Bishopric, D. J. Discher, S. Kaiser 
et al., 1999). He исключено, что развитие апопотоза и митоптоза (про­
граммируемое разрушение митохондрий) играет важную роль в про­
цессе создания новой популяции клеток, митохондрий, обладающих 
новыми, более пригодными для выполнения нагрузки свойствами. По 
крайней мере, как считает В. П. Скулачев (1982), V. P. Skulachev 
(1998), апоптоз и митоптоз выполняют функционально и эволюцион- 
но важную роль в освобождении и защите ткани от не справляющих­
ся со своими функциями поврежденных клеток и митохондрий. 
С другой стороны, излишне активированный апоптоз и тем более 
некроз, запускаемый при открытии неспецифической проницаемой 
митохондриальной поры, могут существенно подорвать структурно­
функциональную основу восстановления ткани после гипоксических 
реперфузионных нагрузок.
Мы считаем, что в конечном счете апоптоз и митоптоз необхо­
димы как начальные этапы генерации новых популяций клеток и ми­
тохондрий, обеспечивающих становление адаптивных процессов. Но 
в случае грубого массирования повреждения клеток и митохондрий 
требуется весьма длительное время, измеряемое сутками, для их за­
мены и восстановления функции тканей на новом, возможно, более 
высоком уровне. В исследованиях H. Н. Яковлева (1959, 1974, 1976, 
1978, 1983) было показано, что при жесткой перегрузке в результате 
предельных тренировочных нагрузок для восстановления функций 
спортсмена и активности ферментов его митохондрий требуется как 
минимум 4-5 суток отдыха. Для обеспечения текущего восстановле­
ния, необходимого для оперативной компенсаторной перестройки, 
следует избегать условий, сопровождающихся развитием массиро­
ванного апоптоза и митоптоза. Соответственно при разработке мето­
дов и приемов, повышающих устойчивость и адаптивность организ­
ма, в частности, при интенсивных физических нагрузках, ключевым 
становится анализ механизмов развития и коррекция метаболического 
ацидоза в условиях рабочей гипоксии.
Согласно существующим представлениям, для купирования ме­
таболического ацидоза необходимо: а) активировать доставку кисло­
рода и окисление лактата и пирувата; б) увеличить тем или иным об­
разом активность пируватдегидрогеназы; в) ускорить использование 
лактата и пирувата в глюконеогенезе; г) снизить интенсивность гли­
колиза или уменьшить интенсивность выполняемой работы, приведя 
ее в соответствие с возможностями кислородтранспортных и кисло- 
родзависимых систем энергообеспечения; д) повысить буферную ем­
кость химических буферных систем организма путем введения би­
карбоната или иных щелочных компонентов, например трис-буфера.
Перечисленные меры легко осуществить in vitro, но на уровне 
целостного организма в большинстве случаев они оказываются либо 
труднореализуемыми, либо в принципе невозможными и малоэффек­
тивными. Например, активация кислородной доставки ограничена 
индивидуальным развитием и физиологическими возможностями 
внешнего дыхания, сердечно-сосудистой системы, гемодинамики 
и массообмена. Легко достигаемая in vitro и в экспериментах на жи­
вотных активация пируватдегидрогеназного комплекса после введе­
ния дихлорацетата для человека может быть чревата побочными по­
следствиями. А введение избытка бикарбоната, действительно спо­
собного значительно защелачивать плазму крови, не облегчает вы­
полнение интенсивной мышечной нагрузки (A. J. Poulus, H. J. Doctor, 
H. G. Westra, 1974; P. Bollaertet, В. Robin-Lherbier, J. P. Mallie etal., 
1994; К. J. Portington, D. D. Pascoe, M. J. Webster et al., 1998; R. H. Mak, 
1999; R. C. Morris, O. Schmidlin, M. Tanaka et a l., 1999). Искусствен­
ные сдвиги направления и интенсивности метаболических путей по­
средством гормонального воздействия и использования экстремаль­
ных диет, способствующих гиперактивации анаболических процес­
сов, глюконеогенеза, подавлению или стимуляции гликолиза или ли- 
полиза, оказались губительными для здоровья спортсменов и не обес­
печили стабильно воспроизводимого повышения работоспособности. 
В конечном счете многие из гормональных и других средств метабо­
лического воздействия были запрещены для употребления в спортив­
ной практике. Возник вопрос: можно ли в принципе уменьшить глу­
бину или повысить переносимость метаболического ацидоза без сни­
жения, а лучше даже при повышении работоспособности?
Выполненный нами теоретический анализ и полученные ранее 
результаты позволили выдвинуть гипотезу о том, что такая возмож­
ность существует (А. С. Розенфельд, 1983; Е. И. Маевский, А. С. Ро- 
зенфельд, М. В. Вазагашвилли и др., 1996; Е. И. Маевский, Е. В. Гри­
шина, А. С. Розенфельд и др., 1999; Е. И. Маевский, А. С. Розенфельд, 
Е. В. Гришина, 1999; Е. И. Маевский, Е. В. Гришина, А. С. Розен­
фельд и др., 2000). В основе развиваемых подходов лежит анализ ме­
ханизмов образования и утилизации ионов водорода при АТФ-азных 
нагрузках и роли митохондрий в обеспечении АТФ-азных нагрузок 
в клетках (М. Н. Кондрашова, 1996).
Суть гипотезы состоит в предположении, что для поддержания 
pH без уменьшения интенсивности АТФ-азных нагрузок следует ак­
тивировать митохондриальную систему энергообеспечения. Такая 
возможность другими исследователями практически не изучалась. 
Очевидно, это связано с тем, что при изучении регуляции кислотно­
основного состояния клеток, тканей и целостного организма основное 
внимание уделялось анализу состояния различных буферных систем 
и величине их буферной емкости, а не процессам метаболизма 
(K. Sahlin, R. С. Harris, E. Hultman, 1975; K. Sahlin, R. S. Harris, 
R. Nylind et al., 1976; K. Sahlin, G. Palmskog, E. Hultman, 1978; A. Ross, 
W. Boron, 1981).
В последние годы внимание многих исследователей было на­
правлено на выявление вклада ионообменных систем, активного 
и пассивного транспорта ионов через клеточную мембрану, прежде 
всего с участием N aTH 1-обменника и различных ион-транспорти- 
рующих АТФ-аз (G. J. Kemp, С. Н. Thompson, A. L. Sanderson et a l., 
1994; U. Russ, C. Baiser, W. Scholz et a l., 1996). Возможности участия 
этих систем в регуляции кислотно-основного состояния, казалось бы, 
не ограничены, так как концентрация ионов N af вне клетки на шесть, 
а внутри клетки на четыре порядка больше концентрации ионов водо­
рода. Однако ингибирование Na /H ^ обмена существенно не влияет 
на сдвиг pH при сколько-нибудь длительных нагрузках (G. J. Kemp,
C. H. Thompson, A. L. Sanderson et a l., 1994; М. Hendrikx, K. Mubag- 
wa, F. Verdonck et a l., 1994). С точки зрения анализа состояния хими­
ческих буферных систем главным ограничителем в поддержании pH
является конечность их буферной емкости, особенно в зонах локально 
ограниченного кровотока и ограничения производства бикарбоната 
при гипоксии. Следует отметить, что даже увеличение потока во всех 
этих системах не обеспечивает одновременного повышения работо­
способности, напротив, активация NaTH^-обменника при развитии 
кислородного голодания сопровождается одновременным увеличени­
ем потоков ионов Са2+, что приводит к перегрузке митохондрий иона­
ми Са2+, и нарушением энергопродукции (W. Rouslin, 1991; 
М. Hendrikx, K. Mubagwa, F. Verdonck et a l., 1994; U. Russ, C. Baiser, 
W. Scholz et a l., 1996). Такие изменения могут сопровождаться гибе­
лью клеток вследствие открытия неспецифической поры и запуском 
апоптоза или некроза (P. Bemardi, 1999; Р. Bemardi, L. Scorrano, 
R. Colonna et a l., 1999; M. Crompton, 1999; A. P. Haiestrap, E. Doran, 
J. P. Gillespie et a l., 2000).
Участие митохондрий в поддержании pH до последнего времени 
рассматривалось с позиций их вклада в Са2+/Н+-обмен, в окисление 
недоокисленных лактата, пирувата и кетоновых тел, в активацию 
глюконеогенеза и аммониогенеза или в образование С 0 2 (Y. Wang,
G. J. Heigenhauser, С. М. Wood, 1994). Известное по экспериментам in 
vitro ощелачивание внемитохондриального пространства при окисли­
тельном фосфорилировании, неизбежно активируемом при энерго­
обеспечении любой работы -  АТФ-азной нагрузки, не только не рас­
сматривалось как средство стабилизации pH и уменьшения метаболи­
ческого ацидоза, но и ставилось под сомнение (М. Brand,
A. Lehninger, 1977; L. Оріе, 1980; D. Wilkie, 1980; A. Ross, W. Boron, 
1981) или полностью отрицалось (K. Sahlin, R. С. Harris, E. Hultman, 
1975; К. Sahlin, 1978).
Теоретически вклад митохондрий в поддержание pH при 
АТФ-азных нагрузках обусловлен, во-первых, реакциями окисли­
тельного фосфорилирования, во-вторых, в меньшей мере, -  утилиза­
цией недоокисленных продуктов гликолиза (W. Gevers, 1977). Воз­
можность уменьшения метаболического ацидоза за счет увеличения 
вклада окислительного фосфорилирования обусловлена тем, что ис­
точником Н+ при любой нагрузке являются собственно АТФ-азные 
реакции, обеспечиваемые ресинтезом АТФ в гликолизе (W. Gevers, 
1979; J. Lowenstein, 1993).
Теоретически очевидно, что накопление ионов водорода, воз­
никших в процессе АТФ-азной реакции, прямо пропорционально об­
разованию лактата и пирувата. Следовательно, в случае увеличения 
вклада гликолиза в энергообеспечение ацидоз должен нарастать. 
И напротив, при увеличении вклада митохондрий и реакций окисли­
тельного фосфорилирования ацидоз должен уменьшаться. Внешне 
это полностью соответствует сложившимся ранее представлениям 
о том, что активация гликолиза ответственна за развитие метаболиче­
ского ацидоза. По сути, уменьшается доля окислительного фосфори­
лирования в обеспечении АТФ-азных нагрузок при сохранении по­
следних на достаточно высоком уровне.
Недооценка роли митохондрий в уборке ионов водорода, обра­
зующихся в АТФ-азных реакциях (при нагрузке), связана в первую 
очередь с трудностями экспериментального обнаружения этого вкла­
да. Необходимо было использовать принципиально иные эксперимен­
тальные подходы, которые позволили бы промоделировать генерацию 
Н+ в АТФ-потребляющих реакциях и определить при этом возмож­
ную долю митохондриального энергообеспечения в предотвращении 
развития ацидоза. До настоящего времени такой эксперимент никем 
не был выполнен.
В случае решения задачи выявления вклада митохондрий в под­
держание pH при АТФ-азных нагрузках возникла бы следующая про­
блема: каким образом увеличить вклад митохондрий в условиях ин­
тенсивной нагрузки? Причем необходимо было принимать во внима­
ние, что любая достаточно значительная по мощности физическая ра­
бота сопровождается развитием рабочей гипоксии, обусловленной 
существенным повышением потребления кислорода при относитель­
но недостаточной активации систем доставки кислорода. В такой си­
туации следовало учитывать особенности превращений субстратов 
в митохондриях и возможность их окисления при повышении восста- 
новленности переносчиков в дыхательной цепи. На основании разви­
ваемых М. Н. Кондрашовой представлений о возможности преимуще­
ственного окисления сукцината в условиях гипоксии (М. Н. Кондрашо- 
ва, Е. И. Маевский, Г. В. Бабаян, 1973; М. Н. Кондрашова, Е. И. Ма­
евский, 1978) при планировании настоящей работы мы полагали не­
обходимым исследовать механизмы субстратной поддержки энерго­
дающих реакций митохондрий для повышения их вклада в обеспече­
ние АТФ-азных нагрузок и, следовательно, в обеспечение коррекции 
метаболического ацидоза. При этом предполагалось изучение указан­
ных процессов как на уровне изолированных тканевых препаратов, 
в первую очередь на уровне митохондрий, так и в условиях целостно­
го организма. Здесь следует отметить, что ионы водорода, образую­
щиеся в АТФ-азных реакциях, появляются вне клетки в симпорте 
с лактатом, пируватом или в результате Ыа7Н+-обмена (G. J. Kemp,
С. Н. Thompson, A. L. Sanderson et a l., 1994; A. Mobasheri, 
R. Mobasheri, M. J. Francis et a l., 1998; M. Karmazyn, 1998). Поэтому 
на уровне целостного организма развитие метаболического ацидоза 
проявляется в виде повышения концентрации лактата и пирувата 
и падения концентрации натриевых солей буферных систем. Таким 
образом, для разработки средств купирования метаболического аци­
доза, вызываемого АТФ-азными нагрузками, мы полагали необходи­
мым провести систематическое изучение формирования адаптивных 
реакций целостного организма при экстремально высоких физических 
нагрузках, сопровождающихся развитием ацидоза и мобилизацией 
систем регуляции кислотно-основного состояния на различных уров­
нях организации.
Один из наиболее сложных вопросов, стоявших перед нами 
в начале исследования, заключался в том, как и почему можно на 
уровне целостного организма подходить к проблеме коррекции на­
грузочного ацидоза, исходя из сугубо «митохондриальных» представ­
лений. Кратко ответ выглядит следующим образом. В условиях орга­
низма химические буферные системы обеспечивают стабильное под­
держание pH, несмотря на малую буферную емкость. Концентрация 
бикарбоната -  основного щелочного эквивалента буферов плазмы 
крови порядка 25 мМ. Общая буферная емкость бикарбонатной сис­
темы при объеме циркулирующей крови 5 л не достигает 125 мМ. Дня 
обеспечения субмаксимальной по мощности работы, например на 
уровне 300 Вт в минуту, если вся работа носит аэробный характер, 
требуется дополнительно 3 л кислорода, что при величине отношения 
АДФ/О, равном в среднем 2,5, эквивалентно расходу и воспроиз­
водству 670 мМ АТФ. Поскольку при работе такой мощности возни­
кает кислородный долг, превышающий 50% энергетической потреб­
ности, постольку 335 мМ АТФ воспроизводится «анаэробно» 
в субстратном фосфорилировании в реакциях гликолиза. Соответст­
венно 335 м-эквивалентов ионов водорода может поступить в крово­
ток, и, если бы буферная система крови была замкнута, ее буферная 
емкость полностью была бы исчерпана за 20 с. Благодаря работе хи­
мических буферов в открытой проточной системе во взаимодействии 
с гемоглобиновым буфером, физиологическими системами выведения 
кислотных эквивалентов и метаболическими процессами, утилизи­
рующими ионы водорода в реакциях окислительного фосфорилиро- 
вания, окисляющими лактат до С 0 2 (необходимого для воспроизвод­
ства бикарбоната) и вовлекающими лактат в глюконеогенез, химиче­
ская буферная емкость крови и величина pH поддерживаются весьма 
стабильно. Так, после нагрузки 300 Вт в течение 3 мин буферная ем­
кость плазмы падает кратковременно всего на 3-7 мМ в зависимости 
от уровня тренированности спортсмена.
Анализируя отдельные элементы открытой буферной системы 
крови, мы предположили, что одним из узких мест, обладающим ре­
зервной (не используемой в полной мере) активностью, является ми­
тохондриальная система энергообеспечения. У высокотренированных 
спортсменов системы выведения кислотных эквивалентов и доставки 
кислорода работают на близком к физиологическому пределу уровне. 
При достижении индивидуального предела внешнего дыхания и сер­
дечно-сосудистой системы по доставке кислорода к работающим ске­
летным мышцам развивается нагрузочная гипоксия и метаболический 
ацидоз. И тогда вопрос поддержания энергетики митохондрий сво­
дится к обеспечению их субстратом, способным окисляться в услови­
ях гипоксии.
Представленная работа отражает результаты экспериментально­
го исследования, подтвердившего гипотезу о преимущественном 
окислении сукцината в условиях кислородного дефицита. Именно по­
этому в качестве средства метаболической коррекции ацидоза был 
использован сукцинат, окисляющийся, в отличие от NAD-зависимых 
субстратов, при высоком уровне NADH и поддерживающий тем са­
мым воспроизведение АТФ в реакциях окислительного фосфорили- 
рования в гипоксических условиях. Увеличение вклада митохондрий 
в энергообеспечение сказывается на функционировании не только 
скелетных мышц, но и всех других тканей, в частности миокарда, пе­
чени и почек. При этом может увеличиваться ударный объем сердца 
за счет возрастания полноты расслабления миокарда во время диасто­
лы (очень чувствительного к энергетическому дефициту) и повышать­
ся минутный объем без возрастания частоты сердечных сокращений. 
На уровне печени и почек может существенно возрастать интенсив­
ность вовлечения лактата в глюконеогенез.
В процессе работы выяснилось, что даже несубстратные (малые) 
концентрации сукцината достаточны для того, чтобы вызвать сдвиг 
кривой диссоциации оксигемоглобина вправо, что способствует об­
легчению доставки кислорода и поддержанию бикарбонатной буфер­
ной системы. Одновременно происходит улучшение венозного отто­
ка, поскольку сукцинат, по-видимому, обладает вазодиляторным дей­
ствием.
Таким образом, выбор сукцината в качестве средства метаболи­
ческой коррекции ацидоза обеспечил более эффективное функциони­
рование нескольких сопряженно работающих механизмов в открытой 
системе естественной коррекции метаболического ацидоза: увеличе­
ние вклада митохондрий в ресинтез АТФ -  уменьшение количества 
ионов водорода, остающихся в цитозоле при работе АТФ-аз актомио- 
зина и саркоплазматического ретикулума; улучшение работы сердеч­
но-сосудистой системы как на центральном, так и на периферическом 
участках и дополнительное усиление участия «гемоглобинового бу­
фера» в доставке кислорода и в поддержании буферных систем при 
явно лучших условиях для окисления и вовлечения недоокисленного 
лактата и других метаболитов в глюконеогенез.
Успех коррекции метаболического ацидоза с помощью сукцина­
та свидетельствует о том, что «митохондриальный подход» оказался 
продуктивным в условиях организма. Очевидно, это связано с одной 
из фундаментальных закономерностей функционирования иерархиче­
ским образом организованных систем, на которую обратил наше вни­
мание еще в 1978 г. E. Е. Сельков: физиологические и биохимические 
регуляторные системы высшего уровня организации поддерживают, 
многократно усиливают и упреждают регуляторные связи, возникшие 
на низшем стехиометрическом уровне организации метаболизма.
Глава 1. Метаболический ацидоз -  
следствие интенсивной нагрузки
1.1. Основные элементы регуляции энергетического 
обмена в мышцах при нагрузке
Мышцы являются одним из наиболее важных потребителей 
энергии в организме человека. При переходе от покоя к физической 
активности энергетические потребности скелетных мышц и систем, 
обеспечивающих их функционирование, возрастают многократно 
(H. Н. Яковлев, 1983; К. Бэгшоу, 1985). Непосредственно в мышечной 
клетке потребителями энергии являются следующие процессы: 
а) поддержание трансмембранного потенциала (градиента ионов и во­
ды) на наружной клеточной мембране и в Т-системе; б) АТФ-азы сар- 
коплазматического ретикулума; в) АТФ-азы актомиозина; г) энерго­
зависимые реакции биосинтеза углеводов, липидов, белков и других 
соединений, входящих в состав внутриклеточных структур.
В общем виде, независимо от типа мышц, соотношение потреб­
ления энергии в процессе мышечного сокращения и расслабления 
можно представить следующим образом. При развитии потенциала 
действия происходит деполяризация клеточной мембраны, внутрь 
клетки входят ионы натрия (в кардиомиоцитах также ионы С а^) 
(А. А. Болдырев, 1977). Под влиянием входящего Na+ тока происхо­
дит выброс ионов С а^ из саркоплазматического ретикулума и (или) 
вход Са++ в клетку через внешнюю мембрану. В результате локально 
увеличивается внутриклеточная концентрация ионов С а^  с 1 O'* М до 
КГ6 М. Ионы кальция связываются стропонином, и АТФ-аза акто­
миозина освобождается от блокирующего действия тропонина. Про­
исходит сокращение мышечных фибрилл. При этом № 7 К +-АТФ-аза 
клеточной мембраны гидролизует АТФ и за счет его энергии откачи­
вает вошедшие ионы Na+ в обмен на К+, т. е. восстанавливает элек­
трохимический потенциал и градиент катионов на наружной клеточ­
ной мембране. АТФ-азы саркоплазматического ретикулума и наруж­
ной клеточной мембраны за счет гидролиза АТФ обеспечивают вос­
становление низкой концентрации ионов С а^  в цитозоле. В результа­
те снижения внутриклеточной концентрации ионов Са++ распадается
комплекс Са^-тропонин. Освобождающийся тропонин блокирует 
взаимодействие актомиозина с АТФ, и происходит процесс расслаб­
ления. Причем, судя по всему (in vitro и in vivo), наиболее чувстви­
тельным к изменению энергетического состояния является процесс 
расслабления, в котором ведущую роль играют кальциевые АТФ-азы 
саркоплазматического ретикулума и наружной клеточной мембраны, 
откачивающие избыток Са++ против огромного кальциевого градиен­
та. Поэтому одним из самых ранних симптомов энергетического де­
фицита является развитие контрактуры, т. е. нарушение процесса рас­
слабления (А. Ленинджер, 1974; G. W. Mainwood, J. М. Renaud, 1985;
D. G. Behm, D. М. St-Pierre, 1998).
Несмотря на то что соотношение энерготрат в мышце таково, 
что более 70% энергии используется АТФ-азой актомиозина, асар- 
коплазматическим ретикулумом -  не более 25% (G. Langer, 1974), по­
следний благодаря высокому сродству к АТФ может весьма успешно 
конкурировать за АТФ с АТФ-азой актомиозина (N. Voollestad,
E. Verbürg, 1996). Некоторые исследователи полагают, что именно 
в силу того, что АТФ-аза актомиозина проигрывает конкуренцию, 
при гипоксии может наблюдаться отрицательный инотропный эф­
фект -  падение амплитуды и силы сокращения (М. Hendrikx, 
K. Mubagwa, F. М. Verdonck et al., 1994).
Поскольку внутриклеточная концентрация АТФ невелика, энер­
гетическим источником для мышечного сокращения являются про­
цессы воспроизводства АТФ из АДФ и фосфата. Имеющейся концен­
трации АТФ недостаточно для того, чтобы обеспечить энерготраты 
при пиковых нагрузках более чем в течение 1-2 с. Продолжение мы­
шечной деятельности требует подключения других энергетических 
источников для ресинтеза АТФ, что связано с соответствующим 
уменьшением мощности мышечной работы. Первым источником ре­
синтеза АТФ является креатинфосфатный буфер. Концентрация креа- 
тинфосфата (КрФ) в мышцах может достигать 20-40 мМ, т. е. в 5-10 раз 
превышать концентрацию АТФ. Однако через 12-15 с работы макси­
мальной интенсивности пул КрФ тоже истощается. Это то время, ко­
торое необходимо для активации метаболических процессов, постав­
ляющих АТФ за счет окислительно-восстановительных превращений: 
гликолитической оксидоредукции и окислительного фосфорилирова- 
ния. При этом гликолиз может поддерживать продукцию АТФ на
субмаксимальном уровне интенсивности в течение 40-60 с. Более 
длительная нагрузка возможна только при сниженной интенсивности 
и обеспечивается преимущественно за счет аэробных окислительных 
процессов. Схематически чередование и изменение доли участия раз­
личных источников энергии в энергообеспечении показано на рис. 1 
(Я. Мусил, О. Новакова, К. Кунц, 1984).
Рис. 1. Смена источников энергии в процессе работы мышц
Отметим, что в мышцах при аэробном энергообеспечении, когда 
ведущим источником АТФ являются митохондрии с протекающим 
в них циклом трикарбоновых кислот и ß-окислением жирных кислот, 
весьма важную роль продолжает играть КрФ. При этом он выступает 
не столько в роли энергетического буфера при пиковых нагрузках, 
сколько в качестве переносчика богатого энергией фосфата от мито­
хондрий к миофибриллам (В. Я. Изаков, Г. П. Иткин, В. С. Мархасин 
и др., 1981). Дело в том, что малая скорость диффузии АТФ и АДФ 
(весьма крупных заряженных молекул) значительно ограничивает 
доставку АДФ от миофибрилл к митохондриям и прохождение АТФ 
от митохондрий к миофибриллам. В мышечных клетках это ограни­
чение снимается за счет использования быстро диффундируемых ма­
леньких молекул креатина и креатинфосфата. При этом креатинкина-
за митохондрий находится, очевидно, в тесной связи с адени- 
латтранслоказой (В. А. Сакс, В. Н. Люлина, Г. Б. Черноусова, 1975), 
так что выходящая из митохондрий молекула АТФ сразу вступает 
в креатинкиназную реакцию
Кр + АТФ —► КрФ + АДФ.
Образовавшаяся молекула АДФ возвращается аденилаттрансло- 
казой во внутримитохондриальный компартмент и вступает 
в АТФ-синтетазную реакцию. КрФ диффундирует до миофибрилл, 
где ассоциированная с миофибриллами креатинкиназа ведет реакцию 
в обратном направлении -  образуются креатин и АТФ. Последний 
используется АТФ-гидролазой актомиозина или саркоплазматическо- 
го ретикулума. Креатин и неорганический фосфат, образующийся 
в АТФ-гидролазной реакции, диффундируют затем к митохондриям.
Важным фактором в энергообеспечении является доступность 
углеводов и липидов, определяемая величиной и локализацией соот­
ветствующих депо. По мере роста тренированности депо субстратов 
увеличивается по массе и приближается к непосредственным поль­
зователям: возрастает величина гликогенных депо вблизи миофиб­
рилл и появляются липидные вакуоли непосредственно в мышечных 
клетках около митохондрий (H. Н. Яковлев, 1974; R. F. Ranallo, 
Е. С. Rhodes, 1998).
Увеличение физической нагрузки, частоты и силы сокращения 
миофибрилл сопровождается повышением скорости гидролиза АТФ. 
АТФ-азами актомиозина потребляется порядка 70% АТФ, саркоплаз- 
матическим регикулумом -  20-25%  АТФ и К+/Ыа+-АТФ-азой -  5-7%  
АТФ (G. A. Langer, 1974). Суммарная скорость гидролиза АТФ 
и представляет собой обобщенную АТФ-азную нагрузку в энергетике 
мышечных клеток (В. В. Дынник, 1984). Для каждого вида физиче­
ской работы характерна своя стационарная скорость гидролиза АТФ 
(Ф. Голлник, J1. Германсен, 1982), обеспечиваемого окислением соот­
ветствующих субстратов.
В покое мышцы в зависимости от их типа и уровней различных 
субстратов и гормонов в крови, характера питания могут использо­
вать как углеводы, так и липиды, а при голодании и кетоновые тела. 
При переходе от покоя к нагрузке и особенно при выполнении работы 
максимальной и субмаксимальной интенсивности основными окис­
ляемыми субстратами становятся углеводы (E. Hultman, J. Berstrom, 
N. McLennan et a l., 1967; J. Bergstroem, P. Fuerst, F. Gellyas et al., 1972; 
J. O. Holloszy, W. M. Kohrt, P. A. Hansen, 1998; A. Wagenmakers, 
1998). Происходит активация реакций гликогенолиза и гликолиза, 
идущих в цитоплазме, цикла Кребса и окислительного фосфорилиро- 
вания, протекающих в митохондриях. Важными факторами, обеспе­
чивающими их синхронную регуляцию, являются креатинкиназная 
(КК) и аденилаггранслоказная (АДТ) реакции, как ясно из вышеизло­
женного, а также аденилаткиназа (АДК) и Н-транспортные цитозоль- 
митохондриальные челноки.
В тканях животных основными цитозоль-митохондриальными 
переносчиками водорода являются малат-аспартатный и а-глицеро- 
фосфатный Н-челноки (J. R. Williamson, S. W. Schaffer, C. Ford etal.,
1976). Малат-аспартатный Н-челнок осуществляет перенос водорода 
с цитоплазматического NADH на митохондриальный NAD+, а а-глице- 
рофосфатный -  с цитоплазматического NADH на флавопротеид ми­
тохондрий. Поскольку пируват и NADH образуются в гликолизе 
в стехиометрических количествах, то при недостаточной активации 
Н-челноков пируват может быть использован в качестве акцептора 
восстановительных эквивалентов в лактатдегидрогеназной реакции 
(ЛДГ). В противном случае накапливается NADH и скорость глико­
лиза резко падает вследствие угнетения дегидрогеназы 3-фосфоглице- 
ринового альдегида. В аэробных условиях значительная часть обра­
зующегося в гликолизе пирувата транспортируется в митохондрии, 
где используется в пируватдегидрогеназной (ПДГ) реакции.
В стационарных условиях скорость работы всех Н-транспортных 
челноков соизмерима со скоростью окисления пирувата:
Ѵ д ц г  — Vчелноков =  Ѵ ^ щ г ^а-ГФДГ»
т. е. скорости окисления пирувата (протока через цикл Кребса) 
и Н-транспортных челноков должны быть почти одинаковы при 
окислении глюкозы или лактата. В условиях изменяющейся 
АТФ-азной нагрузки, как показывают результаты математического 
моделирования, скорости гликогенолиза, цикла Кребса и Н-тран- 
спортных челноков, как правило, меняются синхронно (В. В. Дынник, 
1978; В. В. Дынник, Е. И. Маевский, 1979). Важным для понимания 
механизмов регуляции этих систем является диапазон стабилизации
АТФ -  величина диапазона скоростей АТФ-азных нагрузок, в кото­
ром энергетический метаболизм способен стабилизировать высокий 
уровень АТФ (E. Selkoy, 1975; Р. Бонензак, E. Е. Сельков, 1977). 
В стационарном режиме суммарная скорость синтеза АТФ в клетке 
(Ѵф) всегда равна суммарной скорости АТФ-азной нагрузки (Ѵа):
Ѵа
АТФ АДФ + Рі; Ѵф = Ѵа.
ѵф
До тех пор, пока Ѵф увеличивается с ростом Ѵа, в системе под­
держивается стационарный уровень АТФ. Критической является точ­
ка, в которой Ѵф = Ѵф"™, поскольку при последующем увеличении Ѵа 
уровень АТФ резко падает. Именно величина Ѵатах = Ѵфтах определяет 
величину диапазона стабилизации АТФ в клетке. Выход за пределы 
этого диапазона сопровождается переключением энергетики в низко­
энергетическое состояние (В. В. Дынник, Е. Е. Сельков, 1978), деза­
минированием адениновых нуклеотидов (E. G. Krebs, C. Gonzaler, 
J. В. Posner et al., 1964; Р. H. Maenpaaa, K. О. Raivio, М. P. Kekomaeki, 
1968; Э. Ф. Деркачев, В. А. Алексеев, М. Р. Константинов и др., 1976) 
и зачастую гибелью клеток.
Даже небольшое уменьшение стационарного уровня АТФ с уве­
личением нагрузки приводит к изменению уровня АДФ почти на по­
рядок. Например, если сумма аденилатов в клетке Aq « 10 мМ и кон­
центрация АТФ уменьшается от 9,8 до 8,5 9 мМ, то концентрация
АДФ растет от 0,1 до 1 1,25 мМ (K. Sahlin, A. Alvestrand, R. Brandt 
et al., 1978).
Благодаря высокой активности аденилаткиназы и креатинкина- 
зы в цитоплазме такие изменения АДФ приводят к аналогичным из­
менениям АМФ и Фн в цитоплазме (рис. 2, а) -  ключевых регуляторов 
гликолиза. Увеличение концентраций активаторов АМФ и Ф„ и сни­
жение уровня ингибитора КрФ может приводить к росту скорости 
гликогенолиза (Ѵг) с увеличением нагрузки (рис. 2, в).
Одновременно накапливаются лактат по мере роста Ѵг и NADH 
(NADHC) в цитоплазме (см. рис. 2, в). Аналогичным образом при уча­
стии транслоказы адениловых нуклеотидов увеличение уровня АДФ 
в цитозоле (АДФС) приводит к росту концентрации АДФ в мито­
хондриях (АДФМ), что вызывает активацию дыхания и снижение сте-
пени восстановленности митохондриального NADH (NADHM) 
(рис. 2, б) -  ключевых регуляторов цикла Кребса (В. В. Дынник, 1977;
В. В. Дынник, А. В. Темнов, 1977). Скорость протока через цикл 
Кребса (Ѵс) увеличивается (рис. 2, г) (R. G. Weiss, R. Kalil-Filho,
A. Herskowitz et al., 1993; G. F. Mason, R. Gruetter, D. L. Rothman et al., 
1995). При насыщающих значениях концентрации соответствующих 
регуляторов скорости гликогенолиза (Ѵг) и окисления пирувата в цик­






Рис. 2. Зависимости стационарных концентраций различных 
метаболитов мышечных клеток и скоростей гликогенолиза (Ѵг), цикла 
Кребса (Ѵс) и малат-аспартатного челнока (Ѵ„) от константы скорости 
АТФ-азной нагрузки (Ка), рассчитанные на основе математической 
модели В. В. Дынника (В. В. Дынник, Е. И. Маевский, 1979):
А0 -  суммарная концентрация адениловых нуклеотидов в клетке; С0 -  суммарная 
концентрация креатинфосфата и креатина в клетке; Р0 -  суммарная 
концентрация органических и неорганических фосфатов в клетке; Nc -  
суммарная концентрация NAD и NADH в цитозоле; Ам -  суммарная 
концентрация адениловых нуклеотидов в митохондриях; NM -  суммарная 
концен грация NAD и NADH в митохондриях
Одновременное снижение степени восстановленности NADH 
и других переносчиков дыхательной цепи и увеличение NADHC при­
водят к активации цитозоль-митохондриальных челноков (Ѵн), т. е. 
скорость окисления NADHC челноками также растет с нагрузкой 
(см. рис. 2, г).
Таким образом, повышение уровня АДФ в цитоплазме при воз­
растании нагрузки является первичным сигналом, приводящим к из­
менению концентраций вторичных регуляторов гликогенолиза (АМФ, 
Фн, КрФ), цикла Кребса, окислительного фосфорилирования (АДФМ, 
NADHM) и  малат-аспартатного челнока (NADHC и NADHM).
Анализ представленных в литературе данных с помощью мате­
матического моделирования (В. В. Дынник, Е. И. Маевский, 1979;
В. В. Дынник, 1984) показал, что неорганический фосфат (Фн) можно 
рассматривать как один из ключевых метаболитов в синхронной ре­
гуляции всех подсистем углеводного энергетического обмена. Повы­
шение уровня Фн в физиологическом диапазоне концентраций приво­
дит к возрастанию скоростей гликогенолиза (Э. Рэкер, 1967), цикла 
Кребса (В. Sacktor, 1970), окислительного фосфорилирования 
(G. Boehme, K. J. Hartung, W. Kunz, 1978) и малат-аспартатного 
Н-транспортного челнока (К. Т. La Noue, J. Bryta, D. J. Bassett, 1974). 
Донором Фн в мышечной клетке является КрФ, поэтому КК-система 
играет важную роль в мышечных клетках, обеспечивая повышение 
уровня Фн при возрастании АТФ-азных нагрузок в стационарных ус­
ловиях. Увеличение внутриклеточной концентрации неорганического 
фосфата вследствие активации гидролиза АТФ и использования креа- 
тинфосфата также может влиять на кислотно-основные системы кле­
ток. Если значительная часть фосфата появляется в результате распа­
да АТФ, то это приводит к сдвигу pH в кислую сторону. Если основ­
ным источником фосфата является креатинфосфат, у которого кон­
станта диссоциации кислотных остатков близка к таковой для неорга­
нического фосфата, то это приводит к увеличению буферной емкости 
клетки без сдвига pH. В любом случае прирост концентрации фосфата 
обеспечивает помимо аллостерического воздействия на ряд фермен­
тов стехиометрическую активацию фосфат-акцепторных систем гли­
колиза и окислительного фосфорилирования, транспорта субстратов 
в митохондрии, скорости протока в субстратном фосфорилировании 
на уровне а-кетоглутарата, а также набухание митохондрий, что,
в свою очередь, сопровождается ускорением работы дыхательной це­
пи и облегчением транспорта субстратов, катионов и адениловых 
нуклеотидов через митохондриальную мембрану.
Сокращенная блок-схема взаимодействия различных систем уг­
леводного энергетического обмена мышечных клеток при увеличении 
АТФ-азной нагрузки (уровня АДФ) представлена на рис. 3 
(В. В. Дынник, Е. И. Маевский, 1979). Пунктирными стрелками на 
рисунке показаны аллостерические положительные (+) и отрицатель­
ные (-)  воздействия различных эффекторов. Поскольку скорости гли­
колиза (Ѵг) и цикла Кребса (Ѵс) увеличиваются, то и суммарная ско­
рость фосфорилирования АДФ (Ѵ„) также растет с нагрузкой.
Рис. 3. Блок-схема регуляции углеводного обмена:
КФ К- креатинфосфокиназа; A D K - аденилаткиназа; ГАН - транслоказа 
адениловых нуклеотидов
В сердечной мышце при окислении углеводов максимальные 
скорости гликолиза, цикла Кребса и Н-челноков могут быть одного 
порядка (D. Pette, 1966, 2000; R. G. Weiss, R. Kalil-Filho, A. Herskowitz 
et al., 1993); в этих условиях ресинтез АТФ за счет гликолиза состав­
ляет примерно 1/13 часть общей энергопродукции. На наш взгляд, это 
возможно лишь в том диапазоне АТФ-азных нагрузок, где системы 
доставки кислорода обеспечивают увеличение степени окисленности 
пиридиннуклеотидов в митохондриях с ростом Ка, как это показано 
на рис. 2, б. Хорошо известно, что при субмаксимальных и тем более 
максимальных по мощности нагрузках системы доставки и потребле­
ния кислорода не обеспечивают поддержание высокой степени окис- 
ленности NAD. Иными словами, при интенсивной физической работе 
развивается рабочая гипоксия (Ф. Голлник, Л. Германсен, 1982; 
Н. А. Фомин, 1995).
В такой ситуации может изменяться как доля гликолиза в энер­
гообеспечении, так и обычная последовательность превращений суб­
стратов в цикле трикарбоновых кислот. Если относительно активации 
гликолиза при рабочей гипоксии существует достаточно полное по­
нимание, то в отношении возможности перестройки в реакциях цикла 
Кребса при гипоксии представления весьма фрагментарны. Имею­
щиеся в литературе данные свидетельствуют о том, что активность 
разных ферментов цикла и ассоциированных с ними реакций входа 
и оттока субстратов меняется при гипоксии неоднозначно и в разной 
степени (J1. Д. Лукьянова, 1997; И. П. Ашмарин, П. В. Стукалов, 
Н .Д . Ещенко, 1999). Согласно исследованиям выполненным в лабо­
ратории М. Н. Кондрашовой, теоретически можно было представить 
активацию окисления сукцината, монополизацию им дыхательной 
цепи и компенсаторное усиление воспроизводства сукцината в не­
обычной последовательности реакций, например в виде «цикла Бра- 
унштейна» (М. Н. Кондрашова, 1991). Однако экспериментальные 
свидетельства наличия таких превращений до последнего времени 
носили в основном косвенный характер. Поэтому одной из задач на­
шего исследования был поиск прямых свидетельств переключения 
энергетического обмена при гипоксии на преимущественное окисле­
ние сукцината.
1.2. Основные метаболические факторы, 
ограничивающие мышечную активность
Наряду с механизмами, ограничивающими мышечную актив­
ность на физиологическом уровне, такими как психоэмоциональное 
утомление (Ю. Г. Бобков, В. М. Виноградов, В. Ф. Катков и др., 
1984), возможный блок нервно-мышечной передачи или нарушение 
электромеханического сопряжения из-за дисбаланса катионов 
(А. А. Болдырев, 1977), развитие рабочей гипоксии, на внутриклеточ­
ном уровне также можно выделить факторы, ответственные за утом­
ление.
В процессе мышечной работы утилизация АТФ существенно 
ускоряется и требуется мобилизация всех звеньев энергетического 
обмена для восстановления № 7 К +-баланса, аккумуляции Са2+ сарко- 
плазматическим ретикулумом и обеспечения АТФ-азы актомиозино- 
вого комплекса. При высокоинтенсивных нагрузках скорость утили­
зации АТФ превышает скорость ее образования в гликолизе и окисли­
тельном фосфорилировании, вместе взятых, в результате этого падает 
концентрация АТФ, что сопровождается аккумуляцией ряда продук­
тов метаболизма, таких как ионы Н \  Фн, АМФ, АДФ, ИМФ. Соответ­
ственно нарушается Ы а7К+-баланс, Са2+-цикл, актомиозиновое взаи­
модействие, падает пул аденилатов, нарастает ацидоз и развивается 
утомление. Такое утомление назвали метаболическим (А. N. Beicastro, 
Т. A. Albisser, В. Littlejohn, 1996; Н. Green, 1997), потому что все из­
менения касаются итермедиатов и кофакторов и в случае прекраще­
ния мышечной активности происходит достаточно быстрое восста­
новление почти всех метаболических характеристик, энергетики кле­
ток, амплитуды и силы сокращений. Неоднократное повторение вы­
сокоинтенсивных нагрузок при увеличении их длительности без дос­
таточного восстановительного периода в промежутках отдыха приво­
дит к истощению внутриклеточных депо субстратов, в первую оче­
редь гликогена. Утомление, обусловленное истощением субстратного 
депо, также относят к метаболическим видам утомления, но оно тре­
бует более длительных периодов восстановления.
К неметаболическому виду утомления относятся нарушения цело­
стности внутриклеточных структур и такие ультраструктурные измене­
ния, как дезориентация миофибрилл и повреждение цитоскелета клеток 
(А. N. Beicastro, Т. A. Albisser, В. Littlejohn, 1996; Н. Green, 1997).
При рассмотрении лимитирующих звеньев энергетического об­
мена во время метаболического утомления прежде всего следует учи­
тывать соотношение величины развиваемой АТФ-азной нагрузки (Ѵа) 
и времени (Т), в течение которого система способна функционировать 
в стационарном режиме при заданной работе (В. В. Дынник, 1977, 
1984). В зависимости от этого соотношения можно выделить не­
сколько факторов, ответственных за снижение развиваемой системой 
АТФ-азной нагрузки. Следует отметить, что это снижение является 
важным предохранительным механизмом, защищающим мышцы от 
перегрузки.
При действии нагрузок сверхмаксимальной интенсивности од­
ним из предохранительных механизмов может быть угнетение 
АТФ-аз актомиозина и саркоплазматического ретикулума, опреде­
ляющих величину АТФ-азной нагрузки (Va) (N.Nanninga, 1962;
В. Lee, 1965; В. Chaplain, 1966).
Лимитирующей стадией при гидролизе АТФ этими АТФ-азами 
является высвобождение АДФ из активных центров (В. И. Деще- 
ревский, 1977).
В стационарном режиме работа при таких нагрузках невозмож­
на, так как выход за пределы диапазона стабилизации АТФ сопряжен, 
как отмечалось выше, с переходом в низкоэнергетическое состояние 
и гибелью клеток.
В нестационарном режиме функционирование при таком уровне 
нагрузки возможно только в течение очень короткого периода време­
ни Т, в котором креатинкиназная реакция является основной реакцией 
в синтезе АТФ (КрФ используется как буфер АТФ). Скорость синтеза 
АТФ в энергетике клетки может увеличиться только до своего мак­
симального значения Ѵщах, характерного для креатинкиназной реак­
ции (В. В. Дынник, 1984).
Отсюда очевидно, что, чем больше запасы КрФ в клетке, тем 
больше время Т, в течение которого достигается критическая концен­
трация АДФ, приводящая к снижению скорости АТФ-азной нагрузки.
Ясно также, что время Т стационарного режима работы будет 
тем больше, чем больше вклад энергетики клетки в продукцию АТФ. 
Благодаря увеличению мощностей различных систем энергетического 
обмена (рост Ѵфтах) в результате адаптации система оказывается спо­
собной выдерживать в стационарном режиме такие нагрузки, которые 
ранее для нее были стрессовыми или вообще недоступными 
(Н. Н. Яковлев, 1974, 1983).
При действии АТФ-азных нагрузок, не выводящих энергетику 
за пределы диапазона стабилизации АТФ (Ѵа < Vamax*Vamax = Ѵфтах), 
в системе устанавливается стационарный режим работы, наиболее ха­
рактерный для большинства видов циклических по характеру физиче­
ских упражнений и спортивных нагрузок. Длительность работы (Т) 
в этом режиме ограничивается другим механизмом, связанным с уг­
нетением АТФ-аз актомиозина и саркоплазматического ретикулума 
избытком протонов, накапливающихся в процессе работы в клетке
(A. M. Katz, 1970; A. Schwartz, 1974; J. Lowenstein, 1993). Именно 
в связи с этим многие исследователи считают, что основным ограни­
чителем работоспособности при субмаксимальных мышечных на­
грузках является ацидоз, когда внутриклеточное pH снижается до 6 ,5 - 
6,3 (L. Kaijser, 1970; J. Karlsson, С. F. Funderburk, В. Essen et al., 1975; 
K. Sahlin, 1978; K. Sahlin, G. Palmskog, E. Hultman, 1978; C. Aalkjaer,
H. L. Peng, 1997; G. L. Smith, C. Austin, C. Crichton et al., 1998).
1.3. Причины развития ацидоза 
при АТФ-азных нагрузках
Рассмотрим реакции, ответственные за генерацию Н+, и условия 
развития ацидоза в работающей мышечной клетке. В зависимости от 
pH источником ацидоза при окислении углеводов могут быть: при 
pH = 7,5 -  преимущественно различные АТФ-азные реакции, при 
pH =6,5 -  гликолиз или обе эти системы реакций вместе при pH = 7,0 
(W. Gevers, 1977). Это определяется тем, что величина рК2 для второй 
гидроксильной группы фосфорной кислоты равна 6,78 (R. Alberty, 
1969). Следовательно, при pH = 7,5 фосфат существует преимущест­
венно в форме Фн~2. При pH = 6,8 обе формы ФН_І и Ф "2 представлены
0
1
в равных концентрациях: НО—Р—О
0
1
а при pH = 6,5 -  в виде аниона Ф„ : НО—Р —О
ОН
Известно, что физиологический диапазон внутриклеточного pH 
колеблется от 7,54 (W. Е. Jacobus, G. J. Taylor, D. P. Hollis et al., 1977; 
R. Ferrari, A. Cargnoni, P. Bemocchi et al., 1996) до 6,3 (К. Sahlin, 1978). 
При pH = 7,5 источником протона является АТФ-аза. Гликолиз в целом 
в этих условиях протонов не потребляет и не продуцирует. Синтез 
АТФ в митохондриях в реакциях окислительного фосфорилирования 
идет с поглощением протонов. Фактически это обращение реакции
Ѵа1
MgATO2“ М§АДФ~ + ф н2 + 1-Г.
Ѵо.ф
В стационарных условиях суммарные скорости гидролиза (Ѵа) 
и синтеза (Ѵф) АТФ в клетке равны: Ѵа = Ѵф з  Ѵг ф + Ѵо ф.
Часть АТФ-азной активности (V*,1), обеспечиваемая ресинтезом 
АТФ в дыхательной цепи (Ѵо ф), не генерирует Н \
Другая часть АТФ-азной нагрузки Ѵа2, связанная с гликолитичес- 
ким фосфорилированием (Ѵг.ф), оказывается источником протонов:
Ѵ 2 >
МсАТФ2“ М§АДФ~ + Ф„2 .
Ѵгф
При pH = 6,5 АТФ-азы перестают генерировать протон, кото­
рый «остается» на Фн, так как Фн существует в форме Фнь . Измене­
ние заряда Фн приводит к тому, что протон освобождается в глико­
лизе на стадии ГАФДГ-ФГК-реакции, так как рК для гидроксилов 
1-3-дифосфоглицериновой кислоты существенно ниже 6,5.
0  0  0"
II и I
С -Н  . С ~ О - Р - О1 p.-1 I I
Н-С-ОН V* н -с -о н  сг
н -с -н  — »н*+ н -с-н
?  NAD+ NADH + Н+ ?
0 = Р - 0  0 = Р - 0
О- о*
В итоге происходит генерация протона не в АТФ-азных реакци­
ях, а собственно в реакциях гликолиза.
Но здесь следует обратить внимание на то, что при таком низком 
pH интенсивность гликолиза минимальна из-за торможения его ключе­
вых ферментов (K. Sahlin, R. С. Harris, E. Hultman, 1975; K. Sahlin,
A. Alvestrand, J. Bergstroem et al., 1977; K. Sahlin, G. Palmskog,
E. Hultman, 1978). Итак, поскольку гликолиз работает «в паре» 
с АТФ-азами, то скорость продукции Н* всей системой независимо от 
pH определяется величиной скорости гликолиза (гликогенолиза). Под­
черкнем, что при нормальных величинах pH (pH »  6,5) в процессе гли­
колиза лактат и пируват образуются в форме анионов и источниками Н+ 
не являются, в чем можно убедиться при подробном рассмотрении схе­
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Из представленной схемы видно, что в первой части гликолиза, 
в процессе активации -  подготовки молекулы глюкозы к окислению -  
идет фосфорилирование с затратой АТФ и образованием двух фосфо- 
рилированных триоз. Суммарное уравнение выглядит следующим об­
разом:
С6Н 120 6 + 2АТФ4“ -> гСзНзОбР2“ + 2АДФ3'  + 2Н+
[_8] И ] + [_б] +[+2]
Ясно, что первая часть гликолиза является генератором ионов 
водорода, подобно обычной АТФ-азной реакции. Во второй части 
гликолиза происходит образование лактата и АТФ и связывание 2Н+ 
(в пируваткиназной реакции). В итоге собственно гликолиз избытка 
Н+ не генерирует.
2 СзН 50 6Р2 +  4АДФ3 + 2 Р2“ + 2 НТ ->  2 С 3Н50 3'‘ +  4АТФ4“
[-4] + [-12] + Н ] + [ + 2 ] - >  [-2] + Н 6 ]
Итого [-18] = [-18]
Поэтому снижение уровня лактата в клетке за счет функциони­
рования Н-транспортных челноков, когда вместо лактата конечным 
продуктом является пируват, едва ли может приводить к уменьшению 
ацидоза в клетке.
Однако в обычных условиях при эффективной (не лимитиро­
ванной недостатком кислорода) работе дыхательной цепи имеет ме­
сто синхронизация деятельности Н-транспортного челнока и тран­
спорта пирувата в матрикс митохондрий. Причем движущей силой 
для переноса аниона пирувата является трансмембранный электрохи­
мический потенциал ионов водорода Ац/Н\ точнее его
pH-составляющая (рис. 5).
Поскольку пируват заряжен отрицательно и переносится через 
внутреннюю мембрану митохондрий от плюса к минусу по градиенту 
ионов водорода, постольку транспортной формой пирувата является 
либо нейтральная недиссоциированная молекула, либо симпорт ка­
тиона Н+ и аниона пирувата, либо антипорт аниона пирувата и гид­
роксила. Конкретный механизм идентифицировать невозможно 
(К. Ф. Шольц, 1994). Но результатом в любом случае является одно­
временное потребление двух протонов и двух анионов пирувата. Сле­
довательно, в тех аэробных ситуациях, когда пируват входит в мито­
хондрии для включения в последующие превращения, гликолиз вы­
полняет функцию поставщика пирувата и водорода (восстановитель­
ных эквивалентов) для митохондрий и не влияет на внемитохондри- 
альный цитозольный pH, хотя как минимум две молекулы АТФ 
по-прежнему воспроизводятся в гликолитической оксидоредукции, не 
захватывающей непосредственно ионы водорода.
ДрН* = ДФ+ДрН
Рис. 5. Схема эквивалентных механизмов переноса пирувата 
монокарбоксилатным переносчиком из цитозольного пространства 
в матрикс митохондрий
Н-челноки позволяют поддерживать высокие скорости гликоли­
за и утилизации пирувата в митохондриях за счет реокисления глико- 
литического NADH и тем самым уменьшают уровень лактата и пиру­
вата в клетке.
Продукция Н+ будет тем меньше, чем больше вклад аэробного 
окисления субстратов, точнее вклад окислительного фосфорилирова- 
ния по сравнению с гликолизом в продукцию АТФ (рис. 6). Из приве­
денной схемы ясно, что причиной ацидоза является не просто накоп­
ление недоокисленных продуктов, таких как лактат (или пируват), 
а гидролиз той части аденозинтрифосфата (АТР), ресинтез которой не 
компенсируется окислительным фосфорилированием.
Идеальным при окислении глюкозы является случай, когда ак­
тивности Н-челноков и окислительного фосфорилирования достаточ­
ны для того, чтобы окислить весь образующийся в гликолизе пируват, 
как, например, в летательных мышцах насекомых (В. Sacktor, 1970). 
В этом случае вклад гликолиза (гликогенолиза) в суммарную продук­
цию АТФ составляет только 1/13.
Рис. 6. Схема образования и уборки Н+ при обеспечении АТФ-азных 
нагрузок за счет субстратного фосфорилирования в реакциях 
гликолиза или за счет окислительного фосфорилирования 
в дыхательной цепи митохондрий
В различных мышцах животных и сердце суммарная активность 
дегидрогеназ малатдегидрогеназного (МДГ) и а-глицерофосфатдегид- 
рогеназного (а-ГФДГ) челноков одного порядка с активностью ЛДГ 
(D. Pette, 1966, 2000), с которой они конкурируют за гликолитический 
NADH. При таких условиях весь пируват не может быть окислен 
в митохондриях и вклад гликогенолиза в энергопродукцию, а следо­
вательно, и генерация протона выше, чем в летательных мышцах на­
секомых.
В анаэробных условиях работа всех клеточных АТФ-аз сопря­
жена с функционированием одного гликолиза, поэтому ацидоз разви­
вается быстро. Независимо от pH среды скорость продукции протона 
в цитоплазме пропорциональна скорости гликолиза (гликогенолиза). 
Поскольку для удаления лактата и протона из клетки используются 
различные механизмы, уровень лактата в клетке не всегда может со­
ответствовать pH цитоплазмы (J. Ріірег, 1980).
Окислительное фосфорилирование
При разных по интенсивности стационарных мышечных нагруз­
ках устанавливается разное соотношение между внутриклеточным pH 
и содержанием лактата. В покое и в период отдыха после нагрузки 
значение pH, измеренное разными методами у человека в скелетной 
покоящейся мышце, составляет 7,00±0,06-7,08±0,034. У большинства 
животных величина внутриклеточного pH колеблется между 6,8-7,1 
(K. Sahlin, A. Alvestrand, J. Bergstroem et al., 1978). После изометриче­
ской нагрузки на уровне 68% от максимально возможной pH снижа­
ется до 6,60±0,13 и резко возрастает содержание лактата. При этом 
соотношение между pH и содержанием лактата и пирувата в мышце 
выражается следующим равенством (K. Sahlin, R. S. Harris,
E. Hultman, 1975):
pH = -0,00532 (лактат + пируват) + 7,06.
При такой же динамической (циклической) нагрузке падение pH 
связано менее крутой зависимостью с изменением содержания лакта­
та и пирувата в мышцах (K. Sahlin, R. S. Harris, R. Nylind et al., 1976):
pH = -0,00413 (лактат + пируват) + 7,06.
Это обусловлено тем, что при динамических упражнениях уве­
личивается объем циркулирующей крови и улучшается доставка ки­
слорода, соответственно уменьшается количество образующегося 
лактата и увеличивается доля окисляющегося в митохондриях пиру­
вата.
При восстановлении во время отдыха после истощающей цик­
лической нагрузки содержание лактата в мышце падает экспоненци­
ально (K. Sahlin, R. S. Harris, R. Nylind et al., 1976) и снижается до 
50% от максимального через 9,5 мин отдыха. Начальная скорость па­
дения концентрации лактата составляет 7,7 мМ в минуту на 1 кг сухо­
го веса мышцы. Соотношение между суммарным содержанием лакта­
та и пирувата в начальный период восстановления и величиной pH 
линейно:
pH = -0,00521 (лактат + пируват) + 7,22.
Важным фактором в регуляции внутриклеточного pH является 
концентрация С 0 2, которая генерируется в цикле Кребса и образуется 
при нейтрализации кислых продуктов бикарбонатами. При мышечной 
работе, особенно во время циклических нагрузок и в период восста­
новления, резко активируется выведение С 0 2 из мышц. Общее содер­
жание С 0 2 в скелетной мышце падает с 9,84 ±1,39 мМ на 1 кг веса 
в покое до 4,64 ± 0,76 через минуту после окончания упражнений 
(K. Sahlin, A. Alvestrand, J. Bergstroem et al., 1978). Суммарное содер­
жание С 0 2 возрастает за время отдыха, но даже через 20 мин после 
окончания упражнений остается ниже наблюдаемого в покое. Изме­
нения внутриклеточного pH таковы: 7,1 в покое; 6,3 сразу после ис­
тощающей циклической нагрузки; 6,6 через 1 мин; 6,85 через 8 мин 
и 7,05 через 20 мин отдыха (K. Sahlin, A. Alvestrand, J. Bergstroem 
et al., 1978).
Рассматривая вклад аэробных процессов в продукцию внутрикле­
точного СО?, следует отметить возможность широкого варьирования 
концентрации С 0 2 в зависимости от вклада гликолиза и аэробных окис­
лительных процессов в энергообеспечение, а также от глубины разви­
вающейся при физической работе гипоксии. Теоретический анализ сви­
детельствует о том, что в случае ограничения доставки кислорода и ак­
тивации гликолиза на фоне активации цитозоль-митохондриальных 
Н-челноков может значительно уменьшаться продукция С 0 2 (рис. 7).
Цитозоль Митохондрии
Рис. 7. Схема взаимосвязи гликолиза и внутримитохондриальных 
процессов при посредстве Н-челноков:
1 -  гликолитическая оксидоредукция; 2 -  аланинаминотрансфераза; 3 -
Н-транспортные цитозольмитохондриальные шунты; 4 -  лактагдегидрогеназная 
реакция; 5 -  пируватдегидрогеназная реакция; 6 -  окислительное фосфорилирование
Для этого достаточно, чтобы скорости гликолитической оксидо- 
редукции У, Н-челноков 3 и уборки пирувата в трансаминазной реак­
ции 2 были равны или хотя бы соизмеримы. В такой ситуации поток 
пирувата в лактат 4 и в  цикл трикарбоновых кислот 5 минимизирован 
и дополнительным конечным продуктом окисления глюкозы является 
аланин. В митохондриях окислительное фосфорилирование в дыха­
тельной цепи (см. рис. 7) обеспечивается за счет потока восстанови­
тельных эквивалентов, поступающих из цитозоля через Н-челноки, 
а цикл трикарбоновых кислот практически приостановлен, и соот­
ветственно нет источника С 0 2. Таким образом, в описанных условиях 
не происходит образования лактата и С 0 2. Источником АТФ при этом 
являются гликолиз и окислительное фосфорилирование в соотноше­
нии не 1/13 как обычно, а в лучшем случае 1/3, если работает малат- 
аспартатный шунт, поставляющий восстановительные эквиваленты 
в дыхательную цепь на уровне NAD+, что обеспечивает ресинтез трех 
молекул АТФ при окислительном фосфорилировании. Если велик 
вклад а-глицерофосфатного шунта, поставляющего восстановитель­
ные эквиваленты на флавопротеиды, то в дыхательной цепи прохож­
дение каждой пары водорода обеспечивает ресинтез лишь двух моле­
кул АТФ. При этом соотношение энергопродукции в гликолизе и ми­
тохондриях будет составлять 1/2. Следовательно, вклад гликолиза 
(без продукции лактата) теоретически может достигать 30% и ацидоз 
будет обусловлен образованием протона в АТФ-азных реакциях, не 
компенсированных продукцией АТФ в окислительном фосфорилиро­
вании.
Нельзя не отметить, что эти условия, по-видимому, далеки от 
стационарных, хотя бы потому, что источник глутамата для аланин- 
аминотрансферазной реакции не бесконечен. Выход из такого «полу- 
анаэробного» (гипоксического) состояния связан с окислением в цик­
ле трикарбоновых кислот недоокисленных аланина, лактата, пирува­
та, в результате чего может произойти резкое увеличение продукции 
С 0 2 сверх ожидаемого при окислении молекулы глюкозы в этот мо­
мент. Не исключено, что именно этим обусловлено резкое увеличение 
концентрации С 0 2 в ткани сразу по окончании интенсивной физиче­
ской нагрузки (К. Sahlin, A. Alvestrand, J. Bergstroem et al., 1978).
Обилие экспериментальных данных о гиперпродукции аланина 
при интенсивной мышечной работе дает основание с достаточным
вниманием отнестись к приведенным аргументам по поводу того, что 
продукция пирувата, лактата и С 0 2 далеко не полно отражает процесс 
развития ацидоза. Более того, значительный ацидоз может развивать­
ся при минимальном образовании пирувата, лактата и С 0 2. Возмож­
но, именно в связи с этим в ряде исследований наблюдается сущест­
венный дисбаланс между относительно небольшим увеличением кон­
центрации лактата в ткани и значительной глубиной ацидоза -  ки­
слотного сдвига pH (K. Iwanaga, М. Sakurai, Т. Minami et al., 1992). 
Подобные различия в соотношении pH, содержании лактата и пирува­
та в ткани могут быть индикатором степени использования анаэроб­
ных энергетических процессов и соотношения между анаэробными 
и аэробными энергетическими источниками.
Однако бывают такие режимы работы, при которых выявляются 
довольно простые взаимоотношения между изменением концентра­
ции лактата, креатинфосфата и отношением АТФ/АДФ. Так, при ин­
тенсивных истощающих нагрузках в мышце существует линейная 
связь между отношением АТФ/АДФ и содержанием лактата: 
АТФ/АДФ = 7,54-0,0196 (лактат) (R. С. Harris, К. Sahlin, E. Hultman,
1977). При этом уровень креатинфосфата связан следующей зависи­
мостью с содержанием лактата:
КрФ = 34 е "° 06 [лактлт] +51,6 е ^ 0151лактаЧ
Ряд исследователей (К. Sahlin, R. S. Harris, Е. Hultman, 1975; 
R. C. Harris, R. H. Edwards, E. Hultman et al., 1976) полагают, что это 
отношение существует независимо от типа, интенсивности и длитель­
ности предыдущих нагрузок. Содержание креатинфосфата может 
поддерживаться на стационарном уровне, величина которого соответ­
ствует интенсивности гликолиза, его вкладу в энергопродукцию, 
и потому может иметь достаточно жесткую связь с содержанием лак­
тата и величиной pH. При отдыхе и восстановлении кровотока в мыш­
це идет быстрый ресинтез креатинфосфата. Его содержание в мышце 
после истощающих (динамических) упражнений восстанавливалось 
с 16 до 90% от исходной величины в покое в течение первых минут 
отдыха. Это означает, что 55 мМ креатинфосфата на 1 кг сухого веса 
образуется из креатина и фосфата. Так как рК для креатинфосфата 
и Ф„ составляет 4,5 и 6,8 соответственно, то можно рассчитать, что 
при внутриклеточном pH = 6,4 около 22 мМ Н* на 1 кг веса образует­
ся в первые минуты вследствие ресинтеза КрФ. Наличие прямой 
взаимосвязи между величиной pH и состоянием креатинфосфатной 
и аденилатной системы легко понять, исходя из уравнения кажущейся 
константы равновесия креатинкиназной реакции
_ [Кр]-[МёА Т Ф 2] 
kk [КрФ] • [M gATO' ] • [Н+]
Таким образом, величина внутриклеточного pH является инте­
гральным показателем состояния энергетического обмена в мышце 
как при нагрузке, так и в период восстановления. В свою очередь, 
снижение pH и накопление лактата существенно влияют на энергети­
ческий обмен мышечной ткани.
1.4. Влияние ацидоза на энергообеспечение 
при АТФ-азных нагрузках
Лимитирующим фактором при мышечной нагрузке высокой ин­
тенсивности (более 60% максимальной) является прежде всего паде­
ние pH и накопление лактата (Ф. Голлник, Л. Германсен, 1982; 
R. J. Maughan, Р. L. Greenhaff, J. В. Leiper et al., 1997).
В 1955 г. A. Hill сделал заключение, что образование лактата 
при электростимуляции мышц прекращалось, если pH достигало 6,3. 
Позднее W. Danforth (1965) и М. Ui (1966) установили, что это обу­
словлено тем, что низкое pH ингибирует фосфофруктокиназу (ФФК). 
При концентрации АТФ, равной 7 мМ, если pH падает до 6,4, ФФК 
практически полностью инактивирована. Это как раз та величина pH, 
которая была определена K. Sahlln (1978) в клетках скелетных мышц 
после истощающих упражнений. Имеется доказательство, что как 
минимум одной из основных частей механизма торможения ФФК яв­
ляется появление аниона АТФ3- (недиссоциированный по одному ки­
слотному остатку молекулы АТФ), который может быть ингибитором 
ФФК (О. Lowry, J. Passonneau, 1966).
Во время мышечного сокращения происходит активация глико- 
генфосфорилазы, которая образует гексозофосфаты. Последние нака­
пливаются в мышце, если ингибирована ФФК. Величина рК2 для гек- 
созофосфата -  6,1, т. е. более низкая, чем рК2 для Н2Р 0 4 (рК2 = 6,8). 
В результате происходит дальнейшее снижение pH. Избыточное на­
копление фруктозо-6-фосфата частично снимает торможение ФФК 
низким pH (В. Trividi, W. Danforth, 1966), что способствует дальней­
шей продукции лактата. W. Danforth (1965) установил, что переход 
гликогенфосфорилазы В в гликогенфосфорилазу А при стимуляции 
мышцы также тормозится низким pH, что может быть обусловлено 
торможением киназы фосфорилазы В и аденилатциклазы (G. Krebs,
C. Gonzaler, J. В. Posner et al., 1964; S. Mawarati, A. Tagaki, 
L. P. Rowland, 1974). Торможение ФФК низким pH может в некоторой 
степени сниматься увеличением концентрации фосфата и АМФ 
(В. Trividi, W. Danforth, 1966). В этой ситуации, когда содержание 
АТФ относительно высоко и снижено pH, увеличивается дезаминиро­
вание АМФ до ИМФ, так как оптимум pH у АМФ-дезаминазы со­
ставляет 6,1-6,5 (В. Setlow, J. Lowenstein, 1967). Дезаминирование 
АМФ предотвращает избыточное накопление АМФ, благодаря чему 
уменьшается стимуляция гликолиза и тормозится дальнейшее разви­
тие ацидоза, одновременно освобождается ион аммония, который 
принимает на себя часть избытка Н". Равновесие ЛДГ-реакции также 
может зависеть от уровня Н+ согласно уравнению
[лактат] _ , [NADH] [H+]
[пируват] равнов [NAD+]
Увеличение отношения лактат/пируват, наблюдаемое после на­
грузки, объясняется ростом отношения NADH/NAD+ и концентрации 
Н \  На примере ЛДГ ясно, почему pH-зависимость существует для 
всех реакций, идущих с участием NADH и N A D \ О влиянии pH на 
креатинкиназную реакцию уже упоминалось.
Влияние pH на функцию митохондрий исследовали 
K. Mitchelson (1973) и R. В. Tobin, C. R. Macherer, М. A. Mehlman 
(1972). Они показали, что окислительное фосфорилирование мало 
чувствительно к внемитохондриальному pH в диапазоне 6,5-7,5. Ин­
гибирование окислительного фосфорилирования возникало лишь при 
pH = 6,0. Несоблюдение в этих экспериментах физиологического 
уровня р С 0 2 затрудняет перенос полученных in vitro данных на си­
туацию in vivo. Изменение р С 0 2 и концентрации Н С 03 может влиять 
на цикл трикарбоновых кислот (S. Adler, 1970). В частности, рост 
р С 0 2 может тормозить изоцитрагдегидрогеназную реакцию и снижать 
концентрацию а-кетоглутарата и величину pH внутри митохондрий.
При снижении pH мобилизуется С а^, увеличение концентрации сво­
бодного С а^ в матриксе приводит к активации а-кетоглутаратдегид- 
рогеназы: повышается Ѵтах и снижается величина Км. Сопровождаю­
щий падение pH рост концентрации лактата может приводить к набу­
ханию митохондрий и разобщению окислительного фосфорилирова- 
ния (H. Senger, 1975). В свою очередь, набухание митохондрий спо­
собствует ускорению переноса восстановительных эквивалентов на 
цитохромном участке дыхательной цепи митохондрий (И. П. Кра- 
синская, И. С. Литвинов, С. Д. Захаров и др., 1989; Н. Н. Брустовец- 
кий, Е. В. Гришина, 3. Г. Амерханов и др., 1989). И в сердце, и в ске­
летных мышцах рост концентрации протона приводит к нарушению 
актомиозинового взаимодействия (G. I. Drummond, J. P. Harwood,
С. A. Powell, 1969; F. Fuchs, Y. Reddy, F. N. Briggs, 1970). При сниже­
нии pH с 7,0 до 6,5 на 25% падает максимальная АТФ-азная актив­
ность актомиозиновой системы (М. Sahadler, 1966; H. Portzehl, 
P. Zaoralek, J. Gaudin, 1969). При уменьшении pH увеличивается ко­
личество С а^, требуемого для получения максимальной активности 
(М. Sahadler, 1966; H. Portzehl, Р. Zaoralek, J. Gaudin, 1969). Y. Naka­
mura, A. Schwartz (1972) показали, что при pH = 6,5 связывание Са++ 
белками саркоплазматичеекого ретикулума возрастает. При этом 
уменьшается скорость обмена Са++ (А. А. Болдырев, 1977).
Энергетический выход при гидролизе соединений богатых энер­
гией фосфатов во многом определяется значением pH среды. Количе­
ство энергии, освобождающейся при гидролизе одной молекулы АТФ 
до АДФ и Фн, зависит от концентрации АТФ, АДФ, Ф„, свободного 
магния и Н+. При снижении pH изменение свободной энергии реак­
ции гидролиза пирофосфатов, АТФ в том числе, уменьшается. Напро­
тив, в кислой среде изменение свободной энергии гидролиза креа- 
тинфосфата возрастает (С. Э. Шноль, 1979). Несмотря на то что запас 
креатинфосфата падает до того, как снижается pH, изменение свобод­
ной энергии гидролиза креатинфосфата при ацидозе может играть 
важную роль, поскольку креатинфосфат выполняет в клетке функцию 
переносчика богатого энергией фосфата между митохондриями 
и миофибриллами (В. А. Сакс, В. Н. Люлина, Г. Б. Черноусова, 1975). 
В связи с ключевой ролью креатинкиназы митохондрий в этом про­
цессе следует отметить, что происходящее при деэнергизации накоп­
ление фосфата и протона по-разному влияет на этот фермент: прирост
концентрации фосфата вызывает диссоциацию комплекса креатинки- 
назы митохондрий (Е. П. Четверикова, 1975) и ингибирует его, а уве­
личение концентрации протона активирует митохондриальную креа- 
тинкиназу (V. Veksler, R. Ventura-Clapier, 1994) и препятствует инги­
бирующему действию фосфата.
Величина свободной энергии при гидролизе одной молекулы 
АТФ падает в покое с 54 до 50 кДж после истощающих нагрузок 
(К. Sahlin, G. Palmskog, E. Hultman, 1978). Это значение было рассчи­
тано по образцам, полученным через 4-6 с после окончания упражне­
ний (время, требующееся для замораживания образцов). Истинные 
значения могут быть еще ниже. Возможно, что в этой ситуации энер­
гии, полученной при гидролизе одной молекулы АТФ, недостаточно 
для разрыва и образования новой связи между миозином и актином. 
В таких условиях мышечное сокращение может быть затруднено не 
в результате дефицита АТФ, а вследствие низкого энергетического 
выхода в реакции гидролиза АТФ. Возможно, именно этим объясня­
ется хорошо известное неполное использование АТФ, присутствую­
щего в мышечной клетке, при ишемии и гипоксии (S. Gudbjamason, 
Р. Mathes, К. G. Ravens, 1970; G. Gercken, U. Schlette, 1978).
Приведенный материал свидетельствует о том, что падение pH 
в клетке может тормозить энергопродукцию и утилизацию АТФ, на­
рушать процесс электромеханического сопряжения и собственно ра­
боту контрактильного аппарата. Кроме того, нельзя не отметить, что 
одним из механизмов патологического воздействия ацидоза является 
активация перекисного окисления липидов, которое сопровождается 
образованием или освобождением из белковых компонентов ионов 
F e ^  (В. K. Siesjo, К. 1. Katsura, Т. Kristian, 1996; P. Clarson, 1997; 
P. Ponka, С. Beaumont, D. R. Richardson, 1998), приводящих к запуску 
цепной реакции образования свободных радикалов. В целом это мо­
жет обусловливать повреждение мембранных структур и нарушать 
работу многих полиферментных систем.
Из изложенного ясно, что значительную роль в поддержании 
мышечного сокращения и целостности ультраструктуры мышечных 
клеток играет стабилизация pH, обеспечиваемая различными буфер­
ными системами, в первую очередь величиной буферной емкости.
1.5. Буферная емкость мышц
Способность биологических жидкостей противостоять сдвигам 
pH в значительной степени зависит от величины их буферной емко­
сти. Буферная емкость (ß) растворов определяется, по Д. Ван Слайку, 
как количество свободных или ОН“ , которые надо добавить для 
изменения pH на единицу:
ДрН ѵірН J
где SL -  единица буферной емкости.
Наряду с физико-химическими буферными системами, буферная 
емкость которых определяется количеством слабых кислот и основа­
ний и их константами диссоциаций, клетка обладает рядом биологиче­
ских буферных механизмов. Внутриклеточная буферная емкость, со­
гласно В. Sjesjo, K. Messetei (1971), формируется из следующих эле­
ментов: 1) физико-химических буферных систем; 2) потребителей 
и продуцентов органических кислот; 3) трансмембранного переноса Н+ 
и Н С 03 . Внутриклеточная буферная емкость скелетной мышцы опре­
деляется in vitro титрованием гомогената скелетной мышцы кислотами 
или основаниями и составляет 40-65 SL (K. Furusawa, P. Kerridge, 
1927), 62-82 S1 (E. Bate-Smith, 1938), 48-59 SL (R. E. Eckel,
A. W. Botschner, D. H. Wood, 1959), 53 SL (N. Heisler, J. Piiper, 1972). 
Эти величины меньше буферной способности интактного мышечного 
препарата примерно на 15 SL, которая рассчитывается по изменению 
рС 02, что связано с наличием трансмембранного потока Н* и Н С 0 3~ 
(N. Heisler, J. Piiper, 1972; N. Heisler, 1973).
Интересно, что во время острого дыхательного ацидоза скелет­
ные мышцы выполняют роль буфера. Появляется транспорт Н+ внутрь 
клеток скелетных мышц и, напротив, наружу из клеток сердца и мозга 
(R. Clancy, Е. Brown, 1966; В. Sjejo, K. Messeter, 1971; Y. L. Lai,
B. A. Attebery, Е. В. Brown, 1973; G. J. Kemp, C. H. Thompson,
D. J. Taylor et al., 1997). Возможно, благодаря этому на уровне целост­
ного организма буферная емкость крови и скелетных мышц снижается, 
но при этом уменьшается глубина ацидоза в тканях сердца и мозга. 
Имеется свидетельство того, что in vivo буферная емкость зависит от 
типа ацидоза (метаболического или дыхательного) и степени наруше­
ния кислотно-основного состояния (КОС) (J. Burnell, 1968; S. Adler 
1970; J. A. Bettice, В. C. Wang, E. В. Brown, 1976).
При изометрическом сокращении на уровне 50% максимальной 
нагрузки была определена in vivo величина буферной емкости ске­
летных мышц (K. Sahlin, R. С. Harris, Е. Hultman, 1975). Она достига­
ла примерно 57 SL, что соответствует величине, определяемой in vitro 
(40-82 SL). Во время циклических упражнений мышца представляет 
собой открытую систему, обменивающуюся веществами с кровью, 
и величина буферной емкости достигает 73 SL (R. С. Harris, 
R. H. Edwards, E. Hultman et al., 1976). Внутриклеточное содержание 
Н С 0 3 падает с 10,2 мМ в покое до 3 мМ после истощающих цикли­
ческих упражнений и соответствует выходу из мышцы Н+ в виде 
угольной кислоты в количестве 12 мМ. Это количество почти соот­
ветствует тем различиям в отношении (лактат + пируват)/рН, которые 
наблюдаются между динамическими и изометрическими нагрузками. 
При динамических нагрузках часть образованного в мышцах лактата 
транспортируется в кровь (J. Ріірег, 1980; J. Bangsbo, L. Johansen, 
T. Graham, et al., 1993; G. J. Kemp, C. H. Thompson, A. L. Sanderson 
et al., 1994; K. Iwanaga, M. Sakurai, T. Minami et al., 1996). Синтез лак­
тата сопровождается накоплением Н+ в эквимолярных количествах. 
Точный механизм переноса лактата через клеточную мембрану пол­
ностью не выяснен. Как минимум часть лактата переносится в недис- 
социированной форме (G. Main wood, Р. Worseley-Brown, 1975; 
A. Roos, 1975; K. Iwanaga, M. Sakurai, T. Minami et al., 1992). Отсюда 
следует, что изменение внутриклеточного и внеклеточного pH может 
быть важно для транспорта лактата. Движущей силой для пассивного 
движения ионов через мембрану является разница в электрохимичес­
ком потенциале для ионов в разных компартментах. Величина кле­
точного мембранного потенциала на клеточной мембране достигает 
88 мВ, следовательно, при наружном pH ^  7,4 в мышце величина pH 
должна быть порядка 6,0, однако в покое в мышце pH = 7,0, следова­
тельно, имеется активный перенос Н \  который компенсирует пассив­
ный ток.
При истощающих упражнениях артериальное pH снижается до 
7,2-7,0 и pH капиллярной крови может достигать 6,8 (L. Hermansen, 
J. Osnes, 1972), а внутриклеточное pH -  6,4-6,3. Если величина потен­
циала на клеточной мембране при таких упражнениях снизится до
50 мВ, то можно считать, что на мембране устанавливается электри­
ческое равновесие для ионов Н+. В случае, если идет ресинтез креа- 
тинфосфата после истощающих упражнений без транспорта Н+ через 
клеточную мембрану, создаются условия даже для пассивного выхода 
Н+ из клетки. Подобные условия, по-видимому, могут иметь место in 
vivo, так как E. Enger (1978) определил, что мембранный потенциал 
в клетках скелетных мышц через 3 ч оклюзии падает линейно с рос­
том концентрации лактата и достигает 50 мВ.
Вклад различных внутриклеточных буферных процессов и фи­
зико-химических буферных систем при образовании лактата и сниже­
нии pH в клетке от 7,0 до 6,4 был суммирован K. Sahlin (1978) 
(табл. 1). Вклад физико-химических буферных систем не зависит от 
природы изменения pH при постоянном р С 0 2, тогда как буферные 
процессы обусловлены метаболической регуляцией.
Таблица 1
Вклад различных внутриклеточных процессов в буферную емкость 
при образовании лактата после истощающих динамических нагрузок
Вид буферных систем Н^ммоль/л SL
Физико-химические (статические)
НС03 + Н+ — Н2С 03 — С 02 12,0 -7,20
н ро 42' + н +- > н 2р о 4" 7,2 -4,30
АТФ4“ — НАТФ3 1,0 -0,58
АДФ3 —* НАДФ2 0,4 -0,20
Г истидин —► Н-гистидин 0,1 -0,07
Карнозин —► Н-карнозин 2,0 -1,19
Белок —♦ Н-белок — Около
15,00
Процессы образования или потребления кислот 
и оснований (динамические)
КрФ —► Кр + Фн 25,7 -15,40
АТФ —► ИМФ + Фн + NH3 0,6 0,32
Глутамат + NH3 —► глутамин 7,8 —4,70
Глюкоза + Фн —* глюкозо-6-фосфат -2,3 1,40
Глицерин + Фн -н► а-глицерофосфат -0,3 0,18
Итого = 68
В этих же условиях, как показал В. Essen (1978), накапливается 
цитрат и малат, однако их вклад очень мал во время истощающих фи­
зических упражнений. Суммарная буферная емкость мышечной ткани 
была определена в 68 SL. Эта величина близка к той, что получена 
при расчете ß для мышечных образцов по отношению А (лактат + пи­
руват) /А pH = 73 SL.
Существенным дополнением к данным K. Sahlin (1978) могут 
служить представления о вкладе различных метаболических процес­
сов в продукцию протона в клетках миокарда при поддержании pH, 
рассмотренные в теоретической работе W. Gevers (1977) (табл. 2).
Таблица 2









Гликолиз (до образования пирувата)* 2 Увеличение
Гликолиз (до образования лактата)* 0 Увеличение
Гликогенолиз (до образования лактата)* От -1 до 0 Увеличение
Синтез и расщепление гликогена (цикл) 1 Увеличение (?)
ІІиполиз 3 Увеличение (?)
Синтез триглицеридов и цикл расщепления 6-7 Увеличение (?)
Распад креатинфосфата -1 Увеличение 
в начале
Окислительное фосфорилирование в мито­
хондриях
-1 или 0 (?)** Падение
Гидролиз АТФ 1 Падение
* Указаны без АТФ-азных реакций, обеспечиваемых гликолизом.
”  Этот вопрос также обусловлен тем, что не учитываются реакции гидролиза АТФ, 
поставляющие Н \ Ф„ 2 и АДФ Здля окислительного фосфорилирования.
К перечню приведенных в табл. 2 буферных механизмов следует 
добавить Cl-зависимый и С1-независимый Na/бикарбонатный сим- 
порт, Na"7H+ -  обмен и С1/бикарбонатный обмен. Эти три ион- 
транспортирующие системы дают различный вклад в поддержание
внутриклеточного pH кардиомиоцитов и поперечно-полосатых мышц 
(C. Aalkjaer, H. L. Peng, 1997).
Для сердца и скелетных мышц наиболее важным является 
Ыа7Н+-обменник, который осуществляет электронейтральный обмен 
ионов Na+ на протон. В настоящее время из ткани человека выделено 
пять изомеров № +/Н+-обменника. В поперечно-полосатых мышцах 
животных преобладает первый изомер с молекулярной массой 110 КД 
(М. Karmazyn, 1998). В исследованиях на изолированном сердце 
и кардиомиоцитах показано, что при адаптации к гипоксии и ишемии 
происходит экспрессия синтеза Ыа7Н+-обменника, что позволяет 
уменьшить величину гипоксического и ишемического ацидоза. Одна­
ко повышение внутриклеточной концентрации Na+ вследствие акти­
вации № +/Н+-обменника неизбежно сопровождается освобождением 
из саркоплазматического ретикулума и митохондрий значительных 
количеств ионов Са++ (N. Khandoudi, F. James, D. Feuvray, 1989; 
M. Hendrikx, K. Mubagwa, F. Verdonck et al., 1994; U. Russ, C. Baiser, 
W. Scholz et al., 1996). Высокие концентрации ионов Са^  увеличива­
ют тонус сердечной мышцы во время диастолы, вызывая значитель­
ные изменения в электромеханическом сопряжении, стимулируют 
футильный кальциевый цикл на внутренней мембране митохондрий. 
Все это приводит к деэнергизации и развитию сердечной недостаточ­
ности. Напротив, вопреки ожиданиям ингибиторы Na /H^-обмена не­
значительно влияют на глубину ацидоза и приращение концентрации 
ионов Са++ при гипоксии и ишемии, но существенно уменьшают 
постгипоксические и постишемические реперфузионные поврежде­
ния, т. е. обладают мощным кардиопротекторным действием 
(М. Hendrikx, K. Mubagwa, F. Verdonck et al., 1994; U. Russ, C. Baiser, 
W. Scholz et al., 1996).
Таким образом, по крайней мере на уровне миокарда активация 
Ыа7Н+-обмена, направленная, казалось бы, на стабилизацию внутри­
клеточного pH, не может рассматриваться как защитный процесс, то­
гда как торможение NaVH'-обмена, препятствующее быстрому още­
лачиванию внутриклеточного пространства в постгипоксический пе­
риод, уменьшает риск повреждения клеток сердца, тормозит актива­
цию перекисного окисления и уменьшает вероятность активации 
апоптоза в кардиомиоцитах (М. Hendrikx, K. Mubagwa, F. Verdonck 
et al., 1994; U. Russ, C. Baiser, W. Scholz et al., 1996; M. Karmazyn,
1998). Относительно роли N a7H +-обменника в поддержание pH при 
интенсивной физической работе и адаптации к физической нагрузке 
в настоящее время не имеется четко сформулированных представле­
ний, подтвержденных надежными экспериментальными данными. 
Хотя на основании сугубо теоретического анализа некоторые иссле­
дователи полагают, что Ыа+/Н+-обмену может принадлежать значи­
тельная роль в стабилизации внутриклеточного pH (J. Lowenstein, 
1993).
Как ясно из вышеприведенного материала, до сих пор не пред­
ставлены экспериментальные данные относительно вклада окисли­
тельного фосфорилирования в поддержание pH. Митохондриям, как 
правило, отводится роль потребителей пирувата и источника углеки­
слоты за счет реакций декарбоксилирования в цикле трикарбоновых 
кислот. В период отдыха после нагрузки, а в печени и во время на­
грузки митохондрии участвуют не только в окислении пирувата, но 
и в вовлечении пирувата, аланина и лактата в реакции глюконеогене- 
за (цикл Кори) (J. Ріірег, 1980). Вклад окислительного фосфорилиро­
вания в поддержание pH долгое время оставался под вопросом. 
М. Brand, A. Lehninger (1977) считали, что in vivo окислительное фос- 
форилирование, согласно хемиосмотической теории, не образует и не 
утилизирует Н \  М. Н. Кондрашова (1970, 1975) обратила внимание 
на возможность поддержания р н  в клетке при обеспечении энерго­
трат за счет стимуляции окислительного фосфорилирования. По ее 
инициативе еще в 1971 г. Э. В. Маркарян было предпринято исследо­
вание, в котором показано, что экзогенные субстраты, окисляющиеся 
в митохондриях, уменьшают развитие ацидоза при хранении кусочков 
ткани. Позже вопрос о поддержании pH при АТФ-азных нагрузках 
был рассмотрен теоретически W. Gevers (1977, 1979) и вслед за ним 
R. Seelye (1980), которые считают, что именно окислительное фос- 
форилирование при энергообеспечении АТФ-азных нагрузок ответст­
венно за стабилизацию внутриклеточного pH в сердце.
Известное по экспериментам in vitro ощелачивание внемитохон- 
дриального пространства при окислительном фосфорилировании (не­
избежно активируемом при любой работе -  АТФ-азной нагрузке) не 
только не рассматривалось как средство стабилизации pH и уменьше­
ния метаболического ацидоза, но даже ставилось под сомнение 
(М. Brand, A. Lehninger, 1977; L. Оріе, 1980; D. Wilkie, 1980; A. Roos,
W. Boron, 1981) или отрицалось полностью (К. Sahlin, A. Alvestrand, 
J. Bergstroem et al., 1977; K. Sahlin, A. Alvestrand, R. Brandt et al., 1978).
Теоретически вклад митохондрий в поддержание pH при 
АТФ-азных нагрузках обусловлен, во-первых, реакциями окисли­
тельного фосфорилирования и, во-вторых, в меньшей мере, -  утили­
зацией недоокисленных продуктов гликолиза (W. Gevers, 1977). Воз­
можность уменьшения метаболического ацидоза за счет увеличения 
вклада окислительного фосфорилирования обусловлена тем, что ис­
точником Н+ при любой нагрузке являются собственно АТФ-азные 
реакции (W. Gevers, 1977; J. Lowenstein, 1993):
ATP 4 — A D P'3 + P f2 + H \
Приписываемое обычно активированному при интенсивной на­
грузке гликолизу избыточное накопление ионов водорода далеко не 
столь очевидно, хотя и общепризнанно. Корректная запись уравнения 
гликолиза, жестко стихеометрически сопряженного с обеспечением 
АТФ-азных реакций, показывает, что гликолиз не является источни­
ком ионов водорода:
глюкоза + 2АДФ“3 + 2ФН~2 —► 2лактат_1 + 2АТФ 4.
Избыток Н+ образуется в АТФ-азных реакциях:
2АТФ-4------------- ►2АДФ“3 + 2ФН 2 + 2ІГ.
АТФ-аза
И лишь суммирование этих двух процессов позволяет получить 
уравнение, которое создает иллюзию образования избытка ионов во­
дорода в ходе гликолиза:
глюкоза —» 2лактатч + 2Н4.
Получается, что при гликолитическом энергообеспечении в ци­
тозоле может оставаться до двух г-ионов Н+ на 1 моль глюкозы, если 
затем пируват, образующийся не из лактата, окисляется до С 0 2 и Н20  
(W. Gevers, 1977, 1979). Напротив, митохондрии в процессе ресинтеза 
АТФ потребляют в стехиометрических количествах все продукты 
АТФ-азной реакции (АДФ '3, Ф„"2, Н4). Суммарное уравнение окисли­
тельного фосфорилирования -  это просто обращение АТФ-азной ре­
акции с полным использованием ее продуктов в качестве субстратов. 
Существенно, что анион пирувата и катион водорода транспортиру­
ются, как указывалось выше, в митохондрии одновременно.
Из вышеприведенной схемы (см. рис. 5) ясно, что причиной 
ацидоза является гидролиз той части АТФ, ресинтез которой не ком­
пенсируется окислительным фосфорилированием, но не накопление 
недоокисленных продуктов, таких как лактат или пируват. Вне клетки 
эти ионы водорода появляются в симпорте с лактатом или пируватом 
либо в результате № 7ьГ-обмена (G. J. Kemp, С. Н. Thompson, 
A. L. Sanderson et al., 1994; G. L. Smith, C. Austin, C. Crichton et al., 
1998). В связи с этим вне клетки развитие ацидоза, как правило, про­
является в виде повышения концентрации лактата и пирувата. Кроме 
того, происходит снижение концентрации натриевых солей буферных 
систем (Р. И. Воркель, 1974; H. Н. Яковлев, 1974). Итак, теоретически 
очевидно, что накопление ионов водорода, образовавшихся 
в АТФ-азной реакции, прямо пропорционально образованию лактата 
и пирувата при гликолитическом энергообеспечении. Поэтому в слу­
чае активации гликолиза при увеличении его вклада в энергообеспе­
чение ацидоз должен нарастать. И напротив, при увеличении вклада 
митохондрий и реакций окислительного фосфорилирования ацидоз 
должен уменьшаться.
Недооценка роли митохондрий в уборке ионов водорода, обра­
зующихся в АТФ-азных реакциях (при нагрузке), связана в первую 
очередь с трудностями экспериментального обнаружения этого 
вклада. Необходимо было использовать принципиально иные экспе­
риментальные подходы, которые позволили бы промоделировать ге­
нерацию Н^ в АТФ-потребляющих реакциях и определить при этом 
возможную долю митохондриального энергообеспечения в пре­
дотвращении развития ацидоза. До настоящего времени такой экспе­
римент никем не был выполнен. Это связано с тем, что простое ин­
гибирование воспроизводства АТФ в митохондриях в условиях тка­
ни, клетки, гомогената или в реконструированной системе, содер­
жащей наряду с митохондриями полный набор ферментов гликолиза 
и потребителей АТФ, не позволяет выявить роль митохондрий в под­
держании pH независимо от того, каким ингибитором или активато­
ром дыхательной цепи либо разобщителем окислительного фосфо­
рилирования пользовались исследователи. Дело в том, что при тор­
можении воспроизводства АТФ одновременно срабатывают регуля­
торные механизмы, обеспечивающие, во-первых, активацию глико­
лиза, а во-вторых, и это главное, торможение АТФ-потребляющих
процессов продуктами АТФ-азной реакции: АДФ, Фн и ионами во­
дорода. Система прямых и обратных связей не позволяет саморегу­
лирующейся системе сохранять один и тот же уровень активности 
нагрузки (в данном случае АТФ-азной) при уменьшении активности 
процессов ресинтеза АТФ из АДФ и Ф„. Для выяснения роли мито­
хондрий в поддержании pH при АТФ-азных нагрузках необходимо 
как минимум задать достаточно высокую по мощности стационар­
ную (в идеале) внешнюю АТФ-азную нагрузку, активность которой, 
по крайней мере в короткие промежутки времени, не менялась бы 
существенным образом при значительных изменениях вклада мито­
хондрий в энергопродукцию.
Эксперимент такого рода ранее никем не был выполнен. Не бы­
ла даже поставлена задача проведения подобного экспериментально­
го исследования. Попытки выявить вклад митохондрий в поддержа­
ние внутриклеточного pH на изолированных клетках без сохранения 
заданного уровня АТФ-азной нагрузки, просто путем выключения 
митохондрий различными ингибиторами, окончились неудачей 
(J. A. Thomas, R. N. Buchsbaum, A. Zimniak et al., 1979).
До настоящего времени величину вклада окислительного фос- 
форилирования в поддержание pH при АТФ-азных нагрузках ни in 
vitro, ни in vivo экспериментально никто не смог изучить. Собственно 
же теоретические построения встретили жестокую критику 
(D. Wilkie, 1980; A. J. Wagenmakers, 1998). Поэтому одной из задач 
нашей работы был поиск путей экспериментальной оценки вклада 
окислительного фосфорилирования в поддержание pH при АТФ-аз­
ных нагрузках.
Не менее сложной проблемой при проведении исследований на 
уровне митохондрий, гомогенатов, клеток и даже изолированных тка­
ней является оценка возможности перенесения результатов и выво­
дов, полученных на изолированных внутриклеточных и клеточных 
системах, на уровень целостного организма.
Анализ этой проблемы в аспекте регуляции кислотно-основного 
состояния крови требует рассмотрения механизмов регуляции КОС 
на уровне целостного организма и соотношения системы регуляции 
КОС крови с процессами, протекающими в тканях. Рассмотрим в свя­
зи с этим основные буферные системы организма.
1.6. Буферные системы организма
Благодаря наличию переноса между мышечной тканью 
и кровью Н \  лактата, С 0 2, Н С 03~, а также Ыа7Н+-обмену, падение pH 
в мышце сопровождается снижением pH и увеличением концентра­
ции лактата в крови, т. е. лактатным ацидозом. Кровь обладает свои­
ми химическими буферными системами и осуществляет взаимодейст­
вие между всеми органами и тканями, в том числе и участвующими 
в поддержании pH. Поэтому даже при падении pH в мышце до 6,3-6,4 
в крови pH сохраняется на уровне 7,0-7,2. Это очень значительное 
падение pH. У здорового, не адаптированного к мышечным нагрузкам 
животного и человека такое снижение pH просто невозможно, ибо 
уже при pH, равном 7,2-7,25, следует отказ от нагрузки вплоть до по­
тери сознания. В покое же величина pH крови у здоровых млекопи­
тающих равна 7,40 ± 0,005 (Ю. Я. Агапов, 1968; J. Lowenstein, 1993).
Вклад химических буферных систем крови в поддержание pH 
неодинаков. Так, еще J. Peters и D. Van Slyke (1931) установили, что 
при снижении pH наибольшее число ионов Н" нейтрализуется бикар­
бонатом и гемоглобином, вклад других систем существенно меньше. 
Количество ионов водорода, поглощаемых разными буферными сис­
темами крови при снижении pH с 7,4 до 7,0, в одном литре крови со­
ставляет:
для бикарбоната -  18 мМ
фосфата -  0,3 мМ
белков плазмы -  1,7 мМ
гемоглобина -  8 мМ
Всего 28 мМ
Рассмотрим работу бикарбонатной буферной системы. При по­
ступлении в кровь нелетучей сильной кислоты НА (где А -  ани­
он) бикарбонат натрия (N aH C03) вступает с ней в реакцию ней гра- 
лизации
НА + N aH C 03 Н2С 0 3 + NaA,
и вместо сильной кислоты образуется слабая угольная кислота, сте­
пень диссоциации которой уменьшается с увеличением ее концентра­
ции (закон разведения Освальда). Если не поддерживать эту буфер­
ную систему, то изменяется соотношение компонентов системы и ее
щелочная емкость может быть быстро исчерпана. Постоянство кон­
центрации и соотношение компонентов этой буферной системы под­
держиваются благодаря ее взаимосвязи с другими буферными систе­
мами крови и наличию протока: ускоренному выведению С 0 2 легки­
ми и усиленному воспроизводству бикарбоната в тканевом обмене 
и реабсорбции его почками. Интенсификация выведения С 0 2 обеспе­
чивается прежде всего сдвигом равновесия и ускорением по закону 
действующих масс карбоангидразной реакции, протекающей в эрит­
роцитах, находящихся в легочных капиллярах, в сторону образования 
С 0 2 и Н20 :
Н 2С О з  карбоаыпідразд С 0 2+ Н 20 .
Выделение углекислого газа легкими происходит со скоростью, 
пропорциональной концентрационному градиенту газа между альвео­
лярной кровью и альвеолярным воздухом, а также объему альвеоляр­
ной вентиляции, которая резко возрастает за счет стимуляции хемо­
рецепторов дыхательного центра увеличивающейся концентрацией 
С 0 2 (М. Е. Маршак, 1969; В. Sacktor, 1970; Дж. Уэст, 1988). Хеморе­
цепторы дыхательного центра обладают высокой чувствительностью 
к С 0 2: так, при повышении р С 0 2 артериальной крови на 10 мм рт. ст. 
наблюдается увеличение вентиляции в 4-5 раз (В. Sacktor, 1970). На­
против, если рС 02 падает, объем легочной вентиляции существенно 
снижается. Благодаря такой регуляции обеспечивается соответствие 
между образованием и выделением углекислоты. В настоящее время 
трудно утверждать, влияет ли на дыхательный центр только прирост 
рС 02 или эта стимуляция обусловливается сочетанием воздействия 
С 0 2 и избытка ионов Н+, хотя точно установлено, что повышение ки­
слотности ведет к увеличению объема легочной вентиляции, а при­
рост щелочности снижает объем вентиляции. Чувствительность дыха­
тельного центра к изменению pH такова, что объем вентиляции уд­
ваивается, если pH падает на 0,1 единицы, и снижается вдвое, если pH 
возрастает на 0,1 единицы (JI. Л. Шик, 1970). Таким образом, физио­
логические механизмы регуляции дыхания способствуют стабилиза­
ции соотношения компонентов бикарбонатной буферной системы 
и pH крови.
Важнейшей буферной системой, с которой взаимодействует би- 
карбонатная, является гемоглобин. Будучи амфолитом, он, как и дру­
гие белки крови, содержит большое количество кислотных (СООН) 
и щелочных (NH2) групп. Кислотные группы СООН в щелочных рас­
творах диссоциируют с высвобождением ионов Н+, а в кислых рас­
творах щелочные группы NH2 связывают W  с образованием NH3. По­
скольку рК оксигенированного гемоглобина составляет 6,17, т. е. ни­
же, чем pH крови, гемоглобин, принимая кислород, отдает в среду Н+:
ННЬ+ + 0 2 — НЬ02 + Н+.
Стехиометрия процесса такова, что присоединение одной моле­
кулы 0 2 сопровождается освобождением 0,7 молей Н + (А. Уайт, 
Ф. Хендлер, Э. Смит и др., 1981). Оксигенированный гемоглобин об­
разует внутри эритроцита соль с К+. В тканевых капиллярах оксиге- 
моглобин, отдавая кислород, теряет свои кислотные свойства. Обра­
зующийся «восстановленный» гемоглобин является более слабой ки­
слотой, и поэтому ион К+ освобождается в раствор и связывается ио­
ном бикарбоната, а молекула гемоглобина связывает свободные ионы 
водорода. Этим обеспечивается течение реакции диссоциации уголь­
ной кислоты и образование бикарбоната, что благоприятствует сме­
щению равновесия карбоангидразной реакции в сторону связывания 
С 0 2 в тканевых капиллярах и освобождения 0 2:
Н20  С 0 2 (из ткани) (в ткань)
I 1 т
К Н Ю 2 + Н2СОз —  КНСОз +  ннь + о2.
Напротив, в легочном капилляре образование оксигемоглобина 
способствует превращению бикарбонатов в углекислоту и течению 
карбоангидразной реакции в сторону выделения газообразного С 0 2.
Следовательно, направление описанной реакции и ее скорость 
тесно связаны и поддерживаются благодаря дыхательной функции 
крови -  переносу и обмену газов: С 0 2 и 0 2 (А. Уайт, Ф. Хендлер, 
Э. Смит и др., 1981). Облегчение доставки кислорода при ацидозе 
и гиперкапнии за счет сдвига кривой диссоциации оксигемоглобина 
вправо (эффект Бора) способствует активации аэробных окислитель­
ных процессов, которые, в свою очередь, в ходе реакций декарбокси- 
лирования, протекающих главным образом в митохондриях, являются 
источником С 0 2. В результате увеличения выхода С 0 2 в тканевый ка­
пилляр повышается концентрация бикарбоната, т. е. возрастает ем­
кость бикарбонатной буферной системы.
Аналогично бикарбонатному буферу в защитной реакции крови 
участвует фосфатный буфер плазмы, составляющими которого явля­
ются двухзамещенный фосфорно-кислый натрий Na2H P 0 4 и одноза- 
мещенный NaH2P 0 4. При взаимодействии кислоты, поступившей 
в кровь с двухзамещенным фосфорно-кислым натрием:
Na2H P 04 + НА —► NaA + NaH2P 0 4,
образуется негидролизующаяся натриевая соль сильной кислоты 
и однозамещенный фосфорно-кислый натрий, избыток которого вы­
водится почками в мочу. Благодаря этому соотношение компонентов 
фосфатного буфера устанавливается на уровне 1/4, характерном для 
нормы:
NaH2PQ4 _ 1 
N a ,H P 0 4 4 ’
и pH крови приближается к исходному -  нормальному уровню 7,40.
Ввиду того что изменение скорости выведения NaH2P 0 4 почка­
ми происходит относительно медленно, часть однозамещенного фос­
форно-кислого натрия вступает в реакцию с бикарбонатом
NaH2P 0 4 + N aH C 03 — Na2H P04 + Н2С 0 3,
в результате чего образуется двухзамещенный фосфорно-кислый на­
трий и углекислота. Последняя в легочных альвеолах расщепляется 
карбоангидразой до С 0 2 и воды.
По данным J. Peters, D. Van Slyke (1931), суммарная буферная 
емкость крови человека равна примерно 150-180 м-Экв, а выделяемое 
количество нелетучих кислот в сутки достигает 100 м-Экв 
(Дж. Робинсон, 1969). Поэтому все химические буферные системы 
крови быстро истощились бы при отсутствии выведения ионов Н +, 
а также воспроизводства компонентов буферных систем и выведения 
продуктов нейтрализации и кислотных эквивалентов.
Одной из важнейших систем выведения кислых продуктов, как 
упоминалось выше, является система удаления Н2С 0 3 через легкие 
в виде С 0 2 выдыхаемого воздуха. Другой системой, которая выводит 
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Рис. 8. Схема участия почек в поддержании КОС крови (по X. Пандову)
При смещении pH крови в кислую сторону в почках усиливается 
секреция в просвет канальцев Н \  Выделяемые ионы Н+ обменивают­
ся на равное количество ионов Na*, которые реабсорбируются из клу­
бочкового фильтрата в плазму (X. И. Пандов, 1969). В клетках почеч­
ных канальцев происходит также замена иона Na+ на ион аммония. 
При ацидозе активируется аммониогенез, сопряженный с образовани­
ем глутамата из глутамина и вовлечением его в цикл Кребса или глю- 
конеогенез (А. Уайт, Ф. Хендлер, Э. Смит и др., 1981).
В течение значительных промежутков времени существенным 
фактором в поддержании КОС крови является обмен Н* на катионы 
минеральных компонентов костей скелета (J. Bettice, J. Gamble, 1975;
D. Jackson, 1997), особенно в тех случаях, когда метаболический аци­
доз имеет хронический характер (R. J. Alpem, K. Sakhaee, 1997). В ре­
зультате у таких больных может развиваться остеопороз.
Таким образом, ткани организма осуществляют поддержание КОС 
крови не только благодаря нейтрализации избытка Н* и обмену Н* на 
щелочные катионы, но также за счет усиления легочной вентиляции 
и ускорения диссоциации оксигемоглобина, способствующих улучше­
нию аэрации тканей и более полному окислению промежуточных про­
дуктов энергетического обмена до СО2 и Н20 . Увеличение потока С 0 2 
из ткани в кровь способствует образованию в тканевом капилляре би­
карбоната, и таким образом увеличивается щелочной резерв крови.
Из изложенного следует, что система регуляции КОС крови как 
всякая биологическая система является проточной и открытой 
(А. Г. Пасынский, 1968). Стационарный уровень ее компонентов под­
держивается благодаря согласованию входящих и выходящих пото­
ков. Точное взаимодействие этих потоков обеспечивается за счет 
взаимодействия физико-химических механизмов саморегуляции со 
специализированными рецепторами дыхательного центра, легких, по­
чек, сосудов и изменения ферментативной активности в тканях.
1.7. Возможные подходы к поддержанию pH 
при АТФ-азных нагрузках с помощью экзогенных 
субстратов энергетического обмена
До настоящего времени в физиологии, спортивной и клиничес­
кой практике об изменении КОС организма судили главным образом
по регистрации pH, рС 0 2 крови и содержанию недоокисленных про­
дуктов обмена, таких как лактат, пируват, кетоновые тела. Возможно, 
именно поэтому первые попытки борьбы за увеличение работоспо­
собности путем воздействия на pH были направлены на коррекцию 
pH крови.
Модельные эксперименты показали, что при введении в перфу- 
зат N aH C 03 в 2,5 раза ускоряется выход лактата из изолированной 
работающей мышцы собаки. При этом сохранялись работоспособ­
ность и высокая скорость поглощения кислорода (H. J. Hirche, 
V. Hornbach, H. D. Langohr et al., 1975). В последующих исследовани­
ях не было отмечено сколько-нибудь заметного повышения работо­
способности после введения бикарбоната (К. J. Portington,
D. D. Pascoe, М. J. Webster et al., 1998).
На базе представлений о роли бикарбоната в поддержании pH 
крови была сделана попытка коррекции ацидоза с помощью внутри­
венного введения N aH C 03 спортсменам, выполняющим максималь­
ную и субмаксимальную нагрузку (A. J. Poulus, H. J. Doctor,
H. G. Westra, 1974). После внутривенного введения N aH C03 повыша­
лось как р С 0 2 в крови, так и выход С 0 2 с выдыхаемым воздухом, но 
субъективная переносимость работы и работоспособность не улучша­
лись. Возможно, это обусловлено тем, что прирост рС 02 приводит 
к снижению внутриклеточного pH (см. п. 1.3). Не было также отмече­
но изменений со стороны частоты пульса, артериального давления, 
легочной вентиляции и потребления кислорода. Таким образом, кор­
рекция кислотного сдвига на уровне крови посредством внутривенно­
го введения N aH C 03 при интенсивной физической деятельности ока­
залась неэффективной. Естественно, что эта неудача заставила обра­
титься к регуляции pH «на входе» -  на уровне энергетического обме­
на тканей.
На основании вышеизложенных представлений о роли АТФ-азы 
в развитии метаболического ацидоза и возможном участии митохонд­
рий в поддержании pH естественно возникло предположение о том, 
что изменение pH можно попытаться регулировать путем активации 
окислительно-восстановительных процессов в митохондриях. Из­
вестно, что для активации гликолитической энергопродукции можно 
использовать глюкозу или фруктозу. Отсюда можно было предполо­
жить, что для активации аэробных окислительных процессов следует
использовать экзогенные митохондриальные субстраты. Действи­
тельно, в литературе постоянно появляются свидетельства того, что 
использование глюкозы и различных источников углеводов весьма 
благотворно сказывается при коротких пиковых нагрузках, когда 
сдвиг pH не успевает оказать какое-либо влияние на физическую ра­
ботоспособность, а также на длинных дистанциях при относительно 
низкой мощности работы, когда вклад гликолиза равен 1/13 суммар­
ной энергопродукции и основным ограничителем является не кислот­
ный сдвиг pH, а истощение углеводных депо мышц (F. Brouns, 
G. J. Van der Vusse, 1998).
В настоящее время накоплен большой материал относительно 
использования глюкозы и других сахаров при мышечных нагрузках 
(А. Ф. Краснова, H. Р. Чаговец, 1962; JL К. Квартовкина, А. А. Минх, 
1968; В. П. Правосудов, 1968; L. L. Spriet, S. J. Peters, 1998). Известно, 
что прием глюкозы способствует поддержанию гликогенного депо 
в мышцах (J. Bergstroem, Р. Fuerst, F. Gellyas et a l., 1972; F. Brouns,
G. J Van der Vusse, 1998), препятствует снижению уровня сахара 
в крови (A. J. Benade, C. R. Jansen, G. G. Rogers et al., 1973) и повыша­
ет работоспособность на длинных дистанциях (J1. К. Квартовкина, 
1968; М. S. el-Sayed, D. Mac Laren, A. J. Rattu, 1997). С другой сторо­
ны, введение сахаров может вызвать ацидоз вследствие усиленного 
образования лактата (J. Р. Van Biervliet, R. C. Senders, J. M. Lamers 
et al., 1976; J. Rujner, W. T. Chrusciel, H. Kulczycka et al., 1990), и в та­
ких случаях у спортсменов наблюдается снижение работоспособно­
сти (H. Н. Яковлев, 1959). Учитывая закономерности смены субстра­
тов при физической нагрузке, глюкозу следует принимать на длинных 
дистанциях при относительно малой интенсивности мышечной рабо­
ты, когда преобладает полное аэробное окисление субстратов, но 
в силу истощения депо гликогена снижается содержание сахара в кро­
ви, усиливается окисление липидов и кетогенез. Введенная в таких 
условиях глюкоза окисляется примерно в 7,5 раз быстрее, чем в покое 
(D. Costill, A. Bennett, G. Branam et al., 1973; A. Viru, 1996), и спо­
собствует окислению ацетил-КоА, производных жирных кислот, тем 
самым уменьшая кетогенез и ацидоз.
В 1973 г. на втором симпозиуме по биохимии H. Р. Чаговец рас­
сказала об использовании экзогенной янтарной кислоты для ускоре­
ния восстановительных процессов у спортсменов. Обращение к ян­
тарной кислоте не было случайным и базировалось на высокой энер­
гетической эффективности этого субстрата (М. Н. Кондрашова, 1968, 
1969). После теоретического обоснования применения янтарной ки­
слоты (М. Н. Кондрашова, 1970) и разрешения в 1972 г. Фармкомите- 
том Минздрава СССР ее клинической апробации появились работы, 
большинство из которых представлено в сборниках «Терапевтическое 
действие янтарной кислоты» (1975) и «Янтарная кислота» (1996), из­
данных под редакцией М. Н. Кондрашовой.
Высокая эффективность янтарной кислоты при самых разнооб­
разных физиологических и патологических состояниях связывалась 
прежде всего с ликвидацией энергетического дефицита, возникающе­
го при активном функционировании и в условиях гипоксии. Методо­
логия использования янтарной кислоты основывалась на следующем. 
Во-первых, окисление янтарной кислоты обеспечивает высокую ско­
рость доставки восстановительных эквивалентов в дыхательную цепь 
и наибольший выход богатых энергией соединений в единицу време­
ни, что для биологической системы важнее, чем высокий коэффици­
ент полезного действия (Ц. А. Эльвейм, 1952). Во-вторых, можно бы­
ло предположить, что окисление янтарной кислоты как флавосубст- 
рата происходит легче в условиях кислородного голодания, чем 
NAD-зависимых субстратов, поскольку окисление последних может 
быть заторможено вследствие высокой восстановленности NADH 
(М. Н. Кондрашова, Е. И. Маевский, Г. В. Бабаян, 1973; JI. Д. Лукьяно­
ва, Б. С. Балмуханов, А. Т. Уголев, 1982). В-третьих, проведенные ис­
следования (М. Н. Кондрашова, 1968; М. Н. Кондрашова, Н. Р. Чаго- 
вец, 1971; Э. В. Маркарян, 1971; W. Gevers, 1977; L. Оріе, 1980) давали 
основание полагать, что увеличение вклада окислительного фосфори- 
лирования в энергообеспечение АТФ-азной нагрузки за счет допол­
нительной поставки митохондриальных субстратов может оказаться 
эффективным «патогенетическим» способом стабилизации pH и под­
держания работоспособности.
Действительно, при исследовании действия экзогенного сукци- 
ната всегда возникали вопросы, а проникает ли он в клетки и может 
ли включаться в окислительно-восстановительные превращения? Од­
нако изложенные аргументы разбивались о стену сложившихся пред­
ставлений о невозможности проникновения сукцината в неповреж­
денные клетки. Несмотря на множественность эффектов действия эк­
зогенного сукцината на уровне клеток, тканей и целостного организ­
ма, эти вопросы не были решены. Можно было предположить, что эк­
зогенная янтарная кислота проникает в активно работающие клетки, 
проницаемость мембран которых, как правило, повышена. В таком 
случае введенный в организм сукцинат мог бы попадать точно по на­
значению, прежде всего в активно работающие ткани. Однако в лите­
ратуре этот вопрос не освещен.
Наряду с сукцинатом представлялось целесообразным исполь­
зовать глутамат в качестве эффективного поставщика эндогенной ян­
тарной кислоты (А. М. Генкин, Н. А. Удинцев, 1959; М. С. Волков, 
А. М. Генкин, Е. И. Маевский и др., 1975) и активатора ее окисления 
в митохондриях не только in vitro, но и in vivo (А. Лабори, 1970;
Н. А. Глотов, 1973). Активация глутаматом окисления сукцината 
осуществляется посредством снятия щавелево-уксусного торможения 
с сукцинатдегидрогеназы (М. Н. Кондрашова, 1968; М. С. Волков, 
А. М. Генкин, Е. И. Маевский и др., 1975). Кроме того, можно было 
рассчитывать на связывание глутаматом избытка аммиака в глута- 
минсинтетазной реакции (А. Майстер, 1961) и превращение глутамата 
в гликоген.
Применение глутаминовой кислоты в спорте ранее имело место. 
Было обнаружено повышение работоспособности и улучшение ряда 
биохимических показателей при интенсивной мышечной работе 
и утомлении под влиянием введенного в организм глутамата 
(К. А. Чазова, 1966). Вышеизложенное послужило основанием для 
совместного использования сукцината и глутамата с целью поддер­
жания pH при АТФ-азных нагрузках in vitro и in vivo.
Исходно мы не исключали возможность использования пирува­
та, малата, а-кетоглутарата, изоцитрата и других субстратов, окис­
ляющихся в митохондриях. Для проверки вышеизложенного предпо­
ложения о возможном преимуществе окисления сукцината при гипок­
сии по сравнению с указанными NAD-зависимыми субстратами и об 
энергетическом приоритете сукцината, который можно было бы ис­
пользовать для компенсации ацидоза, вызванного АТФ-азными на­
грузками, мы считали необходимым провести модельные исследова­
ния in vitro по сравнению перечисленных субстратов и выяснению 
целесообразности и эффективности использования тех или иных суб­
стратных композиций или отдельных экзогенных субстратов.
Глава 2. Моделирование in vitro кислотного 
сдвига pH в тканевых препаратах 
при АТФ-азных нагрузках
2.1. Подходы к экспериментальной оценке 
вклада митохондрий в поддержание pH 
при АТФ-азных нагрузках
Как уже говорилось, теоретические представления W. Gevers 
(1977) о том, что вклад митохондрий в поддержание pH при 
АТФ-азных нагрузках обусловлен главным образом реакциями окис­
лительного фосфорилирования и в меньшей мере утилизацией недо- 
окисленных продуктов гликолиза, в начале наших исследований не 
встретили понимания (L. Н. Оріе, 1980; D. R. Wilkie, 1980; A. Ross, 
W. Boron, 1981). Имелись достаточные основания для сомнений отно­
сительно участия митохондрий в поддержании внутриклеточного pH, 
поскольку экспериментально вклад окислительного фосфорилирова­
ния в поддержание pH не был определен из-за отсутствия адекватного 
способа исследования.
Традиционное определение титруемой буферной емкости 
(К. Sahlin, 1978) и другие обычные способы исследования величины ки­
слотного сдвига pH не могли дать представления о динамическом про­
цессе поддержания pH в ходе работы. Регистрация изменений pH в изо­
лированных клетках при выключении митохондриального энергообес­
печения ингибиторами (J. A. Thomas, R. N. Buchsbaum, A. Zimniak et al., 
1979) не позволила определить величину вклада окислительного фос­
форилирования в поддержание pH, так как одновременно снижалась 
активность АТФ-аз, очевидно вследствие повышения концентраций 
АДФ и фосфата (В. И. Дещеревский, 1977). Кроме того, вклад мито­
хондрий легко «маскировался» в короткие промежутки времени акти­
вацией № 7 Н +-обменника, который может играть весьма существен­
ную роль в регуляции внутриклеточного pH (H. S. Aronson, 
W. F. Boron, 1986).
Необходимо было использовать принципиально иной кинетиче­
ский подход, который позволил бы промоделировать генерацию Н+ 
в АТФ-потребляющих реакциях и определить при этом возможную
долю митохондриального энергообеспечения в предотвращении раз­
вития ацидоза.
Из теоретического анализа, представленного в гл. 1, следовало, 
что in vitro, как и в математической модели, необходимо было создать 
стационарные или близкие к стационарным условия, в которых хотя 
бы в начальные периоды времени суммарные скорости гидролиза (Ѵа) 
и синтеза (Ѵф) АТФ были бы равны:
Ѵ а =  Ѵ ф ^ Ѵ , ф  +  Ѵ 0.ф.
Тогда часть АТФ-азной активности ( Ѵ а 1) ,  обеспечиваемая ре­
синтезом АТФ в дыхательной цепи ( Ѵ 0 ф), не генерирующая протоны 
(Н ):
МвАТФ
могла бы быть отделена от части АТФ-азной нагрузки Ѵа2, обеспечи­
ваемой гликолитическим фосфорилированием (Ѵг ф) и являющейся 
источником протонов:
• 2
ІѴ^АТФ М§АДФ" + Ф /
с помощью ингибиторного анализа. В случае фиксирования на задан­
ном уровне АТФ-азной нагрузки можно было попытаться экспери­
ментально выявить вклад митохондрий в поддержание pH путем оп­
ределения разности между скоростями образования Н+ (ДѴН+) в при­
сутствии и отсутствие ингибиторов дыхания или разобщителей окис­
лительного фосфорилирования.
Итак, следовало задать фиксированный по скорости, хотя бы на 
начальном промежутке времени, уровень работы
АТФ4" -► АДФ3 + Ф„2‘ + Н+
и изменять активность окислительного фосфорилирования 
Н+ + Фн2- + АДФ3 —»АТФ4
или гликолиза
глюкоза + 2АДФ3 + Ф„2 —► 2лактат 1_ + 2АТФ4".
Для изменения вклада окислительного фосфорилирования 
в поддержание pH на фоне заданной АТФ-азной нагрузки использо­
вали разные экзогенные субстраты, окисляющиеся в митохондриях, 
а для увеличения вклада гликолиза добавляли избыток глюкозы или 
разобщитель окислительного фосфорилирования.
In vitro на гомогенате или митохондриях сердца или печени 
крысы задавали АТФ-азную нагрузку путем активации эндогенных 
АТФ-аз с помощью градуального увеличения концентрации Mg** 
в инкубационной среде либо добавления 0,1-0,4ед. внешних, экзо­
генных потребителей АТФ: гексокиназы с глюкозой, креатинкиназы 
с креатином или фактора F 1. (Креатинкиназу нам любезно предоста­
вила Н. А. Розанова, фактор F 1 Н*-АТФ-азы -  Г. Е. Бронников.)
Как показано на рис. 9, повышение содержания Mg2* от 0,5 до
3,5 мМ при инкубации гомогената сердца вызывает почти линейное 
увеличение скорости освобождения Н* в среду в присутствии 2,5 мМ 
АТФ как при окислении глюкозы, так и при окислении сукцината. 
Однако различия в регистрируемых скоростях закисления среды 
и потребления кислорода существенны.
В присутствии глюкозы скорость потребления кислорода в 4-6 раз 
ниже, тогда как скорость освобождения протона в среду в 2 - 1 0  раз вы­
ше, чем при окислении сукцината, при равных по величине АТФ-азных 
нагрузках. Очевидно, это связано с тем, что при окислении глюкозы 
первая (верхняя) часть гликолиза выполняет роль дополнительной 
АТФ-азы (помимо M g ^ -активируемых, негликолитических АТФ-аз): 
глюкоза + А ТФ ^ —► Г-6-Ф"2 + АДФ -3 + Н* + фруктозо-6 -фосфат2 + 
+ АТФ^4 —► фруктозо-1-б-дифосфат-4 + АДФ"3 + Н*. Именно поэтому 
при фиксированной по магнию АТФ-азной нагрузке избыток глюкозы 
даже на фоне высокой скорости сопряженного с фосфорилировани- 
ем дыхания, например при окислении сукцината, приводит почти 
к двукратному увеличению скорости образования Н ': с 20-25 до 
40-50  нг-ат ЬГ /(м ин • мг белка). Добавление АТФ с Mg** приводит 
к стимуляции дыхания, похожей на стимуляцию дыхания АДФ.
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Рис. 9. Зависимость начальных скоростей генерации H4 и потребления 
кислорода гомогенатом сердца крысы от концентрации магния при 
окислении глюкозы и сукцината 
Среда инкубации: 125 мМ KCl, 1 мМ КН2Р 04, 1 мМ ЭГТА, концентрация 
глюкозы -  5 мМ, начальная концентрация А Т Ф - 3 мМ. Содержание белка-  
20 мг на 1 мл. Объем ячейки -  1,2 мл, температура -  29 °С
На рис. 10 видно, что в гомогенате сердца легко развивается ща­
велево-уксусное торможение СДГ при активации АТФ-аз высокими 
концентрациями ионов магния и АТФ. Подобным образом действует 
избыток АДФ, поэтому сниженная скорость дыхания и не активиру­
ется дополнительным внесением АДФ. Как следствие снижения фос- 
форилирующего дыхания (АТФ-синтетазной активности) увеличива­
ется скорость освобождения Н+. Глутамат, вовлекающий щавелево­
уксусную кислоту (ЩУК) в трансаминирование, активирует дыхание 
и сразу же «защелачивает» образуемый АТФ-азами Н+. При достиже­
нии кислородного нуля прекращение дыхания сопровождается закис- 
лением среды. При добавлении меньших концентраций ионов магния 
вместе с АТФ нагрузка невелика, и щавелево-уксусное торможение
отсутствует. При этом картина дыхания и освобождения-связывания 
ионов водорода в точности соответствует ответу дыхания и pH на ма­
лую добавку АДФ.
Рис. 10. Синхронная регистрация дыхания и pH при окислении 
сукцината гомогенатом сердца крысы в присутствии разных 
концентраций ионов магния 
Среда инкубации и основные условия, как на рис. 9
Свежевыделенный гомогенат сердца крысы имел удовлетвори­
тельные показатели сопряжения: дыхательный контроль по Ларди 
и В е л ь м а н - 3,3-3,5; по Чансу и В ильямсу- 2,2-2,8 . Эндогенные 
АТФ-азы в отсутствие M g^ и субстратов дыхания при окислении 
глюкозы генерировали в среднем до 40 нг-ион Н+ /(м ин мг белка) 
при низкой скорости дыхания.
При втором способе моделирования АТФ-азных нагрузок 
in vitro в среду с гомогенатом вносили экзогенные АТФ-азы. В корот­
ких интервалах времени, до 2-3 мин, существенных различий 
в действии трех использованных акцепторных систем: гексокиназной, 
креатинкиназной, фактора F 1 и Н^-АТФ-азы -  мы не обнаружили.
MgCfe 1 мМ, ATP 2,5 мМ, 
гексокиназа 0,1 ед.
Рис. 11. Изменение скорости дыхания гомогената сердца и pH 
в присутствии глюкозо-гексокиназной системы при окислении 
глюкозы и сукцината с глутаматом 
Условия и среда инкубации, как на рис. 10
На рис. 11 показано, что при генерации Н+ экзогенной АТФ-азой 
гомогенат «нейтрализует» тем больше Н \  чем выше скорость дыха­
ния. При выключении дыхательной цепи антимицином А резко уско­
ряется закисление. Торможение уборки Н^ при внесении глюкозы на 
фоне окисления эндогенных субстратов отражает, очевидно, увеличе­
ние вклада гликолиза в энергообеспечение АТФ-азной нагрузки.
2.2. Компенсация ацидоза посредством увеличения 
вклада окислительного фосфорилирования 
и роль сукцината в компенсации ацидоза 
при АТФ-азных нагрузках
В последующих экспериментах реакции дыхательной цепи ми­
тохондрий, сопряженные с ресинтезом АТФ, активировали путем 
внесения экзогенных субстратов, что позволило определить, какие 
субстраты в большей мере способны обеспечить поддержание pH при 
нагрузках.
Как показано в табл. 3, при фиксированной АТФ-азной нагруз­
ке, задаваемой внесением M g^, большей скорости дыхания гомогена- 
та соответствует меньшее накопление ГГ при прочном сопряжении 
окислительного фосфорилирования.
Таблица 3
Сравнение скоростей генерации Н+ при окислении различных 
субстратов гомогенатом сердца крысы и активации эндогенных 
АТФ-аз ионами магния (п = 4)
Условия инкубации 
(pH = 6,9; АТФ = 2,5; 





в среде -  V1-F, 
мкг-ион Н+/ 
(мин * мг белка)
Потребление 0 2, 
нг-ат О / 
(мин * мг белка)
1. Глюкоза - +40 ± 3 10 + 1
2. Глюкоза 2,5 +100 + 6 9 + 1
3. Глюкоза + ß-OM 2,5 + 125 + 8 38 + 2
4. Глюкоза + а-КГ 2,5 + 108 + 5 36 + 2
5. Глюкоза + глутамат 2,5 +18+1 43 + 2
6. Глюкоза + малат + пируват 2,5 +55 + 3 50 + 3
7. Глюкоза + сукцинат 2,5 +42 + 2 60 + 3
8. Глюкоза + сукцинат + глуіамат 2,5 + 1 + 1 83 + 4
9. Глюкоза 4 сукцинат - -125 + 4 65 + 2
10. Глюкоза + ДНФ 20 мкМ 2,5 + 194 + 9 11 + 1
11. Сукцинат 4 ДНФ 20 мкМ 3,5 +75 + 4 78 + 2
Примечание, р = 0,73; р < 0,05.
Окисление добавленных глутамата, а-кетоглутарата (а-КГ) 
и ß-оксибутирата (ß-OM) примерно в равной мере повышает потреб­
ление 0 2 гомогенатом сердца (см. табл. 3, пробы 3, 4, 5), однако при 
этом в разной степени снижает ѴН+, и только при окислении глутама­
та шестикратно уменьшается скорость генерации Н+.
Наблюдаемые различия можно объяснить разными путями ути­
лизации данных экзогенных субстратов. Окисление ß-OM в сердце 
происходит не до ацетоацетата, как в печени, а полностью до С 0 2 
и Н20 .  Вовлечение образующегося из ß-OM ацетоацетата в цикл окис­
лительного распада сопряжено с затратой энергии на ацилирование: 
АТФ~* 4 ацетоацетат"1 + HS~KoA —► АМФ 2 +
+ ацетоацетил~КоА + Р-Р^ + Н+
или происходит путем переацилирования (А. Ленинджер, 1974): 
ацетоацетат + сукцинилЧСоА —> ацетоацетил~КоА + сукцинат.
Получается, что еще до вступления ß-OM в цикл Кребса в мито­
хондриях сердца может происходить включение дополнительной 
АТФ-азы, дающей Hf в среду. Кроме того, ß-OM может существенно 
изменять транспорт в митохондрии вырабатываемого в гликолизе пи­
рувата (F. Palmieri, E. Quagliariello, 1978). При этом транспорт пиру­
вата частично может осуществляться в обмен на выход ß-OM без по­
требления ЬГ. К тому же активность ß-оксибутиратдегидрогеназы не­
достаточно велика по сравнению с другими дегидрогеназами. В ре­
зультате небольшой вклад окислительного фосфорилирования ниве­
лируется увеличением энерготрат и активацией гликолиза. Сочетание 
указанных обстоятельств может быть ответственно за увеличение 
скорости образования Н4 при окислении ß-OM.
Очень малое потребление ЬГ в присутствии а-кетоглутарата 
(см. табл. 3, проба 4) может быть связано с рядом обстоятельств. 
Во-первых, при окислении а-КГ наряду с подачей восстановительных 
эквивалентов в дыхательную цепь и запуском тем самым окислитель­
ного фосфорилирования идет субстратное фосфорилирование на 
уровне сукцинил-КоА. В результате из четырех молекул богатых 
энергией соединений, образующихся при каждом акте окисления 
а-КГ, одна молекула фосфорилируется без использования энергии 
трансмембранного потенциала, следовательно, без уборки -  потреб­
ления иона водорода. Во-вторых, а-КГ подвергается окислительному 
декарбоксилированию в отличие от ß-OM, малата или сукцината. Об­
разовавшийся С0 2 в карбоангидразной реакции превращается 
в угольную кислоту. В-третьих, окисление а-КГ протекает параллель­
но с восстановительным аминированием, сопряженным с затратой 
энергии на трансгидрогеназную (ТГ) реакцию, поддерживающую вы­
сокую степень восстановленности NADP:
а-КГ + NAD(P) Н + N H 3 глутаматмат + NAD(P)+,
NADP+ + NADH + АТФ" 1 ™ NADPH + NAD+ + АДФ '3 + Ф 2 + H \
Хотя активность глутамагдегидрогеназы (ГДГ) в сердце мала 
(Р. Bergmeyer, 1987), она достаточна для регулирования потока суб­
стратов и энергии в цикле Кребса и дыхательной цепи (А. Д. Виногра­
дов, М. Н. Кондрашова, 1967; E. Davis, 1968). В результате, несмотря 
на увеличение вклада дыхания в энергопродукцию, интегральный по­
казатель соотношения АТФ-синтетазной и АТФ-потребляющих реак­
ций ѴН4 остается таким же, как и без а-КГ, когда окисляется только 
глюкоза.
Возможно, именно благодаря отключению потребляющих энер­
гию ТГ и ГДГ, вовлечению оксалоацетата в трансаминирование и как 
следствие активации СДГ и цикла Кребса в целом окисление добав­
ленного глутамата (см. табл. 3, проба 5) значительно снижает концен­
трацию Н \  Не исключено, что какую-то роль играет уборка пирувата 
в трансаминазной реакции, когда вместо нарабатываемой в ходе гли­
колиза кетокисолоты появляется амфотерное соединение -  аминокис­
лота аланин. Совместное окисление экзогенных пирувата и малата 
(см. табл. 3, проба 5) обеспечивает пятикратную активацию дыхания 
и в два раза уменьшает скорость генерации Н4 (сравнение с пробой 2). 
Можно было бы ожидать большего ощелачивающего эффекта от до­
бавленного сукцината. Однако в гомогенате сердца в присутствии
2,5 мМ Mg++ при окислении сукцината развивается, как уже упомина­
лось выше, щавелево-уксусное торможение СДГ. Добавление глута­
мата в такой ситуации (проба 8) способствует уборке щавелево­
уксусной кислоты и резко стимулирует скорость дыхания и уборку 
Н+. В отсутствие Mg++, стимулирующего эндогенные АТФ-азы, по­
требление кислорода при окислении сукцината идет с несколько 
большей скоростью, чем с M g^, и наблюдается значительное защела- 
чивание среды, подобное тому, которое обычно имеет место при 
фосфорилировании добавленного АДФ без внешней АТФ-азной на­
грузки.
Разобщение окислительного фосфорилирования под влиянием 
динитрофенола (ДНФ), напротив, сопряжено с приростом образова­
ния ионов водорода, особенно резким в отсутствии субстратов, окис­
ляющихся непосредственно в митохондриях (проба 10 ).
Итак, наименьшее закисление развивается при окислении сук­
цината с глутаматом. Подобная закономерность была прослежена 
и в присутствии экзогенных АТФ-аз, как это показано на рис. 12.
Учитывая возможность стимуляции аммонием синтеза глутама­
та, снимающего щавелево-уксусное торможение СДГ, в ряде экспе-
риментов мы вместо смеси сукцината калия с глутаматом калия ис­
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Рис. 12. Зависимость скорости освобождения ионов водорода в среду 
инкубации субстрата, окисляющегося в гомогенате сердца крысы 
Условия инкубации, как на рис. 10, без магния, концентрация АТФ -  2,5 мМ. 
Добавки: глюкоза и другие субстраты -  по 5 мМ, гексокиназа -  0,1 ед. Все 
кислоты в виде солей калия, за исключением пирувата Na
Оказалось, что при этом скорость потребления кислорода такая 
же, как и при окислении сукцината калия, однако ѴН+ уменьшается 
так же, как в случае окисления сукцината в присутствии глутамата. 
Из этого следовало, что помимо окислительного фосфорилирования 
уборку Н* может обеспечивать собственно восстановительное амини- 
рование, потребляющее NAD(P)H • ТГ:
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Сравнение скоростей генерации Н+ (ѴН+) и потребления 0 2 (Ѵ 02) 
при окислении гомогенатом сердца сукцината аммония, сукцината 
калия и смеси сукцината калия с глутаматом калия
Условия инкубации гомогената* 
(п=4)
ѴН\ мкг-ион Н+ / 
(минмг белка)
Ѵ02, нг-ат О / 
(мин * мг белка)
1. Гексокиназы 0,1 ед. + глюкозы 
1 мМ
+195 ± 9 5+ 1
2. Сукцината калия 5 мМ + гексоки­
назы 0,1 ед. + глюкозы 1 мМ
+152 ± 7 45 + 2
3. Сукцината калия 5 мМ + глута- 
мата калия 5 мМ + гексокиназы 
0,1 ед. + глюкозы 1 мМ
+120 + 5 74 + 3
4. Сукцината (NB^b 5 мМ + гексо­
киназы 0,1 ед. + глюкозы 1 мМ
+ 121 + 6 49 + 3
5. Глюкозы 5 мМ + антимици- +81+5 11+2
на А 6 мкг + сукцината (NH4)2 5 мМ +95 + 4 0
+56 + 4 0
’Состав инкубационной среды: 150 мМ КС1; 3 мМ КН2РО4; 2,5 мМ АТФ; 1,2 мМ
MgCk
Поскольку эта реакция не зависит непосредственно от наличия 
потока электонов на кислород, то можно ожидать, что сукцинат ам­
мония, стимулируя вхождение эндогенного а-КГ в реакцию восста­
новительного аминирования, способен снижать ѴН+ и при закрытой 
дыхательной цепи. Возможность почти полного окисления пиридин- 
нуклеотидов в отсутствии 0 2 в реакциях восстановительного амини­
рования хорошо известна (J. Tager, Е. Slater, 1963; Ю. Г. Каминский, 
1973; Е. Б. Окон, 1977). Окисление NADPH при заторможенной дыха­
тельной цепи сукцинатом аммония было показано Д. Б. Борзовым 
и Е. И. Маевским (1978). Действительно, как видно из табл. 4 (про­
ба 5), сукцинат аммония вызывает существенное снижение VH" при 
торможении дыхания антимицином А. Важным фактором в уборке Н+ 
может быть в этом случае перенос аммония в митохондрии 
(F. Palmiert, E. Quagliariello, 1978).
Таким образом, в экспериментах по моделированию АТФ-азных 
нагрузок активация окислительного фосфорилирования обеспечивает 
уменьшение ацидоза. Увеличение вклада окислительного фосфори-
лирования в энергообеспечение АТФ-азных нагрузок достигается 
in vitro внесением экзогенных субстратов, окисление которых обеспе­
чивает поступление восстановительных эквивалентов в дыхательную 
цепь митохондрий. При использовании энергетически наиболее эф­
фективного субстрата -  сукцината- ацидоз уменьшается ощутимее. 
В сочетании с экзогенным глутаматом или с аммонием, способст­
вующим образованию глутамата, сукцинат окисляется без развития 
щавелево-уксусного торможения, с высоким энергетическим выхо­
дом, судя по уборке Н+ в ходе окислительного фосфорилирования.
Далее для определения вклада окислительного фосфорилирова­
ния в поддержание pH при АТФ-азных нагрузках измеряли скорость 
генерации Н ‘, отключая реакции окислительного фосфорилирования 
на фоне фиксированной скорости генерации Н+:
ѵн+набл = ѴН+нагр -  ѴН^0.ф.
В таких условиях, как указывалось, любой способ уменьшения 
вклада окислительного фосфорилирования в энергообеспечение 
АТФ-азных нагрузок должен приводить к увеличению скорости обра­
зования Н \  На рис. 13 показано, что остановка дыхательной цепи ан- 
тимицином А или KCN, торможение аденилаттранслоказы карбокси- 
атрактилазидом, Н+-АТФ-азы олигомицином, переносчика фосфата 
N-этилмалеимидом (NEM) или разобщение окислительного фосфори­
лирования 2,4-динитрофенолом (ДНФ) почти одинаково тормозят 
уборку протонов (Н+), генерируемых экзогенной АТФ-азой, несмотря 
на то что скорость потребления кислорода изменяется при этом 
по-разному.
На основании этих данных можно полагать, что в описанных 
условиях основной вклад в «связывание» Н + вносит собственно окис­
лительное фосфорилирование. Полученный результат теоретически 
был легко предсказуем, однако он не давал ответа на вопрос, какая 
парциальная реакция в ресинтезе АТФ ответственна за уборку Н*. 
Нам кажется, что эксперимент с низкой концентрацией NEM в ка­
кой-то степени отвечает на этот вопрос. Добавка 50 мкМ NEM полно­
стью ликвидирует изменение pH, наблюдаемое при фосфорилирова- 
нии, при сохранении ответа на АДФ по дыханию (рис. 14). Поскольку 
в малой концентрации NEM преимущественно ингибирует перенос 
фосфата, можно полагать, что наиболее вероятной реакцией, ответст­
венной за уборку Н+ при окислительном фосфорилировании, является 
перенос фосфата. Подобные результаты были получены G. Boehme, 
K. J. Hartung, W. Kunz (1978).
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Рис. 13. Влияние различных ингибиторов на скорость дыхания и pH 
при моделировании АТФ-азных нагрузок на гомогенате сердца крысы 
В среде инкубации: АТФ -  1 мМ; глюкозы -  5 мМ; сукцината -  5 мМ; глутамата- 
5 мМ. Добавки: антимицин А -  5 мкМ, KCN -  3 мМ, атрактилазид -  5 мкМ, 
ДНФ -  30 мкМ, NEM -  1 мМ
Для выявления вклада в поддержание pH окисления немитохон­
дриального NADH • Нч и пирувата, образующихся в гликолизе, был 
использован ингибитор малат-аспартатного шунта -  аминооксиацетат 
(АОА).
При этом мы исходили из известного факта, что скорость окис­
ления пирувата в митохондриях равна скорости окисления внемито- 
хондриального NADH • Н+ посредством Н+-челнока (J. R. Williamson, 
S. W. Schaffer, C. Ford et al., 1976). Однако влияние АОА на pH сказа­
лось чрезвычайно мало: на фоне атрактилазида или NEM дополни­
тельное увеличение генерации Н+ после добавления АОА не превы­
шало 1/30-1/40 величины эффекта первых двух ингибиторов. Даже 
в отсутствие добавленных субстратов цикла трикарбоновых кислот, 
когда окисляются лишь эндогенные субстраты и продукты гликолиза 
(в присутствии 5 мМ глюкозы), судя по результатам ингибиторного
анализа, ведущая роль в поддержании pH при АТФ-азных нагрузках 
принадлежит окислительному фосфорилированию, а не окислению 




Рис. 14. Ликвидация ощелачивающего эффекта при внесении 
в инкубационную среду с митохондриями сердца крысы 50 мкм
N -этилмалеимида 
Условия инкубации: 100 мМ КС1, 3 мМ КН2Р 04 (pH = 7,4), 1 мМ M gS04, 
0,5 мМ ЭГТА (t = 29 °С)
Из приведенной схемы ясно, что оборот АТФ, АДФ, Фн и Н+ 
происходит в существенно большем объеме, чем утилизация пирува­
та. Стехиометрия потребления Н* и пирувата из цитозоля при отсут­
ствии разобщения окислительного фосфорилирования как минимум 
равна величине АДФ/О, но если брать в расчет полное окисление пи­
рувата до С 0 2 и Н20 , сопровождающееся пятью актами дегидрирова­
ния, то соотношение ДН+/Д-пируват может достигать 15. Поскольку 
малат-аспартатный шунт окисляет в цитозоле столько же молекул 
NADH+, сколько молекул пирувата окисляется в митохондриях, то 
добавляется еще один акт дегидрирования с последующим ресинте­
зом АДФ вдыхательной цепи (итого 6 дегидрирований при полном 
окислении одной молекулы пирувата). Следовательно, соотношение
уборки Н+ при окислении пирувата к уборке Н+ при окислительном 
фосфорилировании может достигать 1:18. При учете образования 
трех молекул угольной кислоты в результате декарбоксилирования 
при полном окислении пирувата это отношение достигает 1:15. От­
сюда становится понятным, почему аминооксиацетат почти не влияет 
на уборку ЬГ при АТФ-азных нагрузках.
Рис. 15. Схема потоков ионов водорода при обеспечении АТФ-азных 
нагрузок реакциями окислительного фосфорилирования:
АТ -  аденилаттранслоказа; ПФ -  переносчик фосфата; ДЦ -  дыхательная цепь; 
ЦТК -  цикл трикарбоновых кислот; МАШ -  малат-аспартатный шунт; МКП -  
монокарбокс и латный переносчик
Итак, вклад фосфорилирующего дыхания в поддержание pH мож­
но определять по разности скоростей генерации Н* в присутствии инги­
биторов (атрактилазида, олигомицина или антимицина А) и без них.
Эффективность уборки Н+ митохондриями оценивали по отно­
шению ДѴН4 к соответствующему значению АѴ02 (табл. 5).
Таблица 5
Зависимость эффективности уборки Н+ от условий инкубации 
гомогената сердца






(мин * мг белка)
д ѵ о 2,
нг-ат / 
(минмг белка)
ДѴН7 Д Ѵ 02
1. Сукцинат К 2,5 2,5 67 60 1,11
2. Сукцинат К 2,5 3,5 48 50 0,96
3. Сукцинат К + 
+ глутамат К
2,5 2,5 136 100 1,36
4. Сукцинат К+ 
+ глутамат К + 
+ глюкоза
2,5 2,5 95 83 1,15
5. Сукцинат К + 
+ глутамат К
5,0 2,5 169 98 1,72
6. Сукцинат К + 
+ ДНФ 20 мкМ
2,5 3,5 5 78 0,06
7. Сукцинат К + 
+ глутамат К
2,5 - 180 75 2,40
Примечание. Величина ДУН* = ѴНчИНг- ѴН .^ф ДѴН+ рассчитана по разности 
скорости генерации протонов (ѴІГИНГ) АТФ-азой в присутствии ингибиторов дыха­
тельной цепи и скорости уборки протонов при работе дыхательной цепи при прочном 
сопряжении окислительного фосфорилирования (ѴГГ0.ф).
Повышение концентрации M g^ от 1 до 3,5 мМ, глюкозы до 
5 мМ или внесение в среду 20 мкМ ДНФ снижает эффективность 
уборки Н+. Напротив, увеличение концентрации АТФ с 2,5 до 5 мМ, 
внесение 5 мМ глутамата приводят к росту отношения ДѴН7ДѴ02. 
В митохондриальных препаратах с более высокой степенью сопряже­
ния окислительного фосфорилирования величина отношения 
ДѴН 7ДѴ02 всегда выше.
Приведенные в табл. 5 величины АѴН+ отражают вклад окис­
лительного фосфорилирования в динамическую «буферную ем­
кость» ткани. Если считать, что содержание белка составляет 
в сердце 15% от массы ткани, то при величине ДѴН+ порядка 
100  мкг-ион / (мин • мг белка) окислительное фосфорилирование мо­
жет «защелачивать» около 15 мМ Н+ / (мин • г ткани). Таким образом, 
за 5 мин вклад окислительного фосфорилирования в динамическую 
буферную емкость равен всей суммарной буферной емкости ткани 
(гл. 1,4), обусловленной химическими буферными системами.
Описанные закономерности прослеживаются также на гомоге- 
нате печени крысы и легко могут быть воспроизведены на изолиро­
ванных митохондриях при задании стандартной АТФ-азной нагрузки 
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Рис. 16. Уменьшение кислотного сдвига при активации дыхания 
различными субстратами концентрацией 5 мМ на препаратах 
митохондрий печени крысы (а) гомогената сердца (б) при 
стационарной АТФ-азной нагрузке, задаваемой глюкозо- 
гексокиназной фосфатакцепторной системой: 
а -  0,03 ед. гексокиназы + 5 мМ глюкозы; 6 -0 ,1  ед. гексокиназы + 5 мМ глюкозы
Полученные in vitro данные о величине вклада окислительного 
фосфорилирования в поддержание pH при АТФ-азных нагрузках 
и о возможности использования экзогенных митохондриальных суб­
стратов свидетельствуют о том, что из всех использованных субстра­
тов в вышеописанных экспериментах, наиболее эффективными оказа­
лись сукцинат К, смесь сукцината К с глутаматом К и сукцинат аммо­
ния.
В ткани и тем более в целостном организме практически нико­
гда не происходит окисление моносубстратов. По крайней мере, при 
развитии метаболического ацидоза, связанного с активацией АТФ-аз, 
имеет место избыток лактата. В модельных экспериментах, выпол­
ненных совместно с Н. П. Ким (N. Р. Кіш, I. V. Ovchinnikov,
D. S. Guliamov et al., 1989; H. П. Ким, E. И. Маевский, E. В. Гришина, 
M. C. Окон и др., 1996), нами было исследовано взаимное влияние со­
вместного окисления экзогенных глюкозы, лактата и сукцината в го- 
могенате сердца крыс. Эти условия ближе к тем, которые встречаются 
в ткани. Даже при наличии естественного или искусственно создан­
ного избытка какого-либо субстрата последний окисляется во взаи­
модействии с превращениями других субстратов. Во время и после 
гипоксии, как правило, происходит мобилизация глюкозы из глико- 
генных депо и всегда имеется избыток лактата, что существенным 
образом определяет энергетическое и кислотно-основное состояние 
ткани.
«Косубстратные» взаимодействия на гомогенате сердца крысы 
исследовались с использованием меченой 1,6 14С-глюкозы (Н. П. Ким, 
1987). Работа выполнялась на 20%-м гомогенате сердца белых крыс- 
самцов породы вистар весом 150-220 г. После 10 мин преинкубации 
при 25°С в ячейку с 1 мл гомогената и 1 мл инкубационной среды, 
содержащей 150 мМ KCl, 1 мМ MgCl2, Ібм М  никотинамида, 
2 мМ АМФ, 1 мМ NAD, добавляли субстраты окисления. Оказалось, 
что без добавления других субстратов 60% глюкозы превращается по 
гликолитическому пути в лактат и пируват, а 40% окисляется до С 0 2. 
Добавление лактата сильно тормозило окисление глюкозы. При до­
бавлении сукцината с лактатом или сукцината с глюкозой наблюда­
лось интенсивное окисление лактата и снижалось использование глю­
козы. При этом уменьшалось закисление среды и возрастал уровень 
АТФ (табл. 6).
Таблица 6
Изменение концентрации лактата, АТФ и величины pH при инкубации 















1. 5 мМ глюкозы (п = 5)
2. 5 мМ глюкозы +
+ 10 мМ лактата (п = 7)
3. 5 мМ глюкозы +
+ 5 мМ сукцината (п = 5)
4. 5 мМ сукцината +





5,00 ±0,17  
9,35 ±0,15  
Р ,<  0,001 
Не опреде­
ляется
6,20 ±0,16  
Р2 < 0,001
1,27 ±0,49  
0,39 ±0,13
1,38 ±0,29  
Р2 < 0,02




6,64 ± 0,06 
Р, <0,02 
Р2 < 0,05 
7,33 ± 0,08 
Рі. 2.3 <0,001
* Во время преинкубации без субстрата значение pH инкубационной среды сни­
жалось с 7,4 до 6,90±0,04. Время инкубации -  10 мин.
Полученные данные, на наш взгляд, следует учитывать в случае 
введения значительного количества глюкозы, когда может резко уве­
личиваться вклад гликолиза в энергообеспечение, что способствует 
развитию ацидоза и неблагоприятно влияет на систему регуляции са­
хара в крови. Еще более опасным представляется использование лак- 
татного буфера (препарат лактосол) для устранения метаболического 
ацидоза (В. Д. Машковский, 1998). Избыток лактата опасен не только 
тем, что способствует гипоксическому сдвигу редокс-состояния в сис­
теме NADH/NAD* в цитозоле клеток, уменьшению окисления эндо­
генной глюкозы и падению в связи с этим уровня АТФ. Он может 
также серьезно нарушать окислительное фосфорилирование в мито­
хондриях (H. Senger, 1975). Напротив, введение янтарной кислоты 
(сукцината) при избытке эндогенного лактата в присутствии глюкозы 
способно нормализовать тканевое дыхание и восстановить его доми­
нирование над гликолизом (своеобразный пастеровский эффект). Не 
последнюю роль в уборке пирувата и лактата, образующихся в глико­
лизе, при этом выполняет цитратсинтетазная реакция, в которой ис­
пользуется продукт окисления пирувата -  ацетил-КоА -  благодаря 
выработке оксалоацетата из окисляющегося сукцината.
Механизм восстановления доминирования дыхания над гликоли­
зом может быть обусловлен включением окислительного фосфорили- 
рования и мощного окисления янтарной кислоты, выигрывающей 
в конкуренции с гликолизом за фосфат. Учитывая хорошо известную 
способность янтарной кислоты поддерживать высокую степень вос­
становленное™ пиридиннуклеотидов в митохондриях за счет энерго­
зависимого обратного переноса электронов в дыхательной цепи 
(В. Chance, G. Hollunger, 1961; А. Д. Виноградов, М. Н. Кондрашова, 
1967; А. Д. Виноградов, 1979), можно предположить, что присутствие 
сукцината препятствует уборке восстановительных эквивалентов из 
цитозоля и поэтому тормозится гликолитическая оксидоредукция. Но 
лактат при этом не накапливается, так как митохондрии, поддержи­
вающие высокий АрН*, потребляют образующийся из глюкозы пиру- 
ват. В целом окисление сукцината, приводящее к энергизации мито­
хондрий и клеток, должно и через аллостерические механизмы регуля­
ции сопровождаться торможением гликолиза (A. JI. Ленинжер, 1974).
Далее мы промоделировали АТФ-азную нагрузку на изолирован­
ной почке, перфузируемой в рециркуляторном режиме. На перфузируе- 
мой почке собаки АТФ-азную нагрузку задавали дозированным повы­
шением проницаемости клеточных мембран путем изменения состава 
перфузата -  газопереносящей эмульсии перфторорганических соедине­
ний (ПФОС). Вместо неионогенного сурфактанта проксанола 168, не 
повреждающего клеточные мембраны (а. с. 1325732) эмульсию готови­
ли с поверхностно более активным детергентом проксанолом 268 или 
плюроником F68. Эксперимент по нормотермической рециркуляторной 
перфузии почки был выполнен совместно с С. Чилая и М. Вазагашвили 
в Институте клинической и экспериментальной хирургии Грузинской 
ССР (рис. 17). Видно, что добавление глюкозы в перфузионную среду 
в случае использования эмульсии с плюроником F68 вызывало сущест­
венный сдвиг pH в кислую сторону. И напротив, внесение в перфузат 
1 мМ сукцината натрия способствовало защелачиванию среды, как это 
наблюдалось на гомогенате сердца и гомогенате печени.
Представленный материал свидетельствует о том, что и в гомоге­
нате, и на перфузируемом органе активация глюкозой субстратного 
фосфорилирования в реакциях гликолитической оксидоредукции при­
водит к увеличению вклада гликолиза в энергообеспечение и к разви­
тию ацидоза. Напротив, с помощью экзогенного сукцината можно уве­
личить вклад окислительного фосфорилирования в обеспечение 
АТФ-азной нагрузки и достаточно эффективно уменьшить ацидоз.
Рис. 17. Влияние глюкозы и сукцината на pH перфузата и скорость 
дыхания изолированной почки собаки 
Состав эмульсии: 10 объемных % ПФОС, 4% плюроника F68, 120 мМ NaCl, 
4 мМ КСІ, 2 мМ СаС12, ЮмМ NaHC03, 1,5 мМ КН2Р 04. Добавки глюкозы -  
по 6 мМ, объем перфузата -  1 л, t = 26 °С, масса почки -  40 г
Таким образом, ожидаемый и обнаруженный на уровне мито­
хондрий, гомогената и перфузируемого органа противоацидотический 
эффект отдельно взятого экзогенного сукцината проявляется также 
и в условиях кометаболизма сукцината с лактатом и глюкозой и соп­
ровождается улучшением энергетического состояния тканевого пре­
парата. Полученные данные позволяют полагать, что выявленные ме­
ханизмы купирования метаболического ацидоза могут быть реализо­
ваны на уровне целостного организма и являются весомым аргумен­
том в пользу использования экзогенного сукцината при интенсивных 
физических нагрузках, когда работоспособность может ограничивать­
ся чрезмерным развитием ацидоза (Н. Н. Яковлев, 1974, 1976, 1983; 
K. Sahlin, 1978; K. Sahlin, G. Palmskog, E. Hultman et al., 1978; 
Ф. Д. Голлник, Л. Германсен, 1982; Дж. О. Холлоши, 1982).
Глава 3. Изменение дыхательного 
коэффициента и кинетических параметров 
митохондрий при окислении экзогенных 
субстратов в различных функциональных 
состояниях и при уменьшении оксигенации
3.1. Изменение дыхательного коэффициента 
и сопряженных с дыханием энергозависимых 
процессов как способ определения вида 
окисляющегося субстрата
В предыдущем разделе в экспериментах in vitro мы обнаружили, 
что с помощью экзогенных субстратов, окисляющихся в митохондри­
ях, можно существенно уменьшить степень метаболического ацидоза, 
обусловленного активацией АТФ-аз, которая, в свою очередь, являет­
ся обязательным атрибутом любой интенсивной нагрузки. Однако 
в условиях целостного организма интенсивная нагрузка, как правило, 
сопряжена с развитием рабочей гипоксии. Причина рабочей гипоксии 
заключена в высокой активности окислительно-восстановительных 
процессов, протекающих в митохондриях. Кислородный дефицит 
обусловлен тем, что при интенсивной работе потребление кислорода 
превышает скорость его доставки. Поэтому вопрос об увеличении 
вклада митохондрий в энергопродукцию не может быть решен просто 
путем увеличения подачи субстратов окисления непосредственно 
в цикл трикарбоновых кислот, минуя гликолиз, без учета возможно­
сти окисления этих субстратов в гипоксических условиях.
В модельных экспериментах на изолированных митохондриях, 
гомогенате, перфузируемом органе нами было показано, что наиболее 
высокой противоацидотической активностью обладает сукцинат. Не­
смотря на то что при его окислении термодинамическая эффектив­
ность окислительного фосфорилирования меньше, чем при окислении 
NAD-зависимых субстратов (коэффициент АДФ/О при окислении 
сукцината равен 2, а при окислении NAD-зависимых субстратов ра­
вен 3), за счет того что скорость окисления сукцината существенно 
выше, чем у других субстратов цикла, мощность процесса генерации
трансмембранного потенциала столь велика, что обеспечивает более 
высокую скорость как фосфорилирования, так и других энергозави­
симых реакций, например обратного переноса электронов, поддержи­
вающего более высокую степень восстановленности NADH 
и NADPH, чем при окислении NAD(P)-3aBHCHMbix субстратов.
Однако меньшая термодинамическая эффективность и высокая 
скорость потребления кислорода при окислении сукцината, казалось 
бы, несовместимы с условиями кислородного дефицита. При гипок­
сии кислород должен расходоваться более экономично, а добавка эк­
зогенного сукцината должна увеличивать кислородный дефицит 
и снижать энергетический выход фосфорилирующего дыхания. В свя­
зи со сказанным энергетические преимущества окисления сукцината, 
выявленные при нормоксии (а реально in vitro при гипероксии), ста­
новятся совсем не очевидными при гипоксии. Хотя имеющиеся в ли­
тературе данные дают основание полагать, что при гипоксии может 
складывается ситуация, более благоприятная для окисления сукцина­
та, чем для окисления NAD-зависимых субстратов. Суть этой ситуа­
ции заключается в следующем.
Даже в гипероксических условиях эксперимента in vitro, когда 
парциальное давление кислорода в инкубационной среде достигает 
150 мм рт. ст., в изолированных митохондриях степень восстановлен­
ности NAD(P)H существенно выше, чем степень восстановленности 
флавинов и тем более цитохромов (табл. 7) (В. Chance, G. R. Williams, 
1955; А. Ленинджер, 1974).
Это, возможно, обусловлено не только тем, что NAD и NADP 
более удалены от кислорода, чем флавины и цитохромы, но и кинети­
ческими особенностями организации дыхательной цепи, в частности 
тем, что на пути восстановительных эквивалентов от первого ком­
плекса расположен наиболее медленный переносчик -  коэнзим Q, пул 
которого существенно больше, чем пул других коферментов. На его 
уровне возможно перераспределение и торможение потока восстано­
вительных эквивалентов. При уменьшении парциального давления 
кислорода наблюдается еще более значительное увеличение степени 
восстановленности пиридиннуклеотидов по сравнению с другими пе­
реносчиками в дыхательной цепи. Это было показано на перфузируе- 
мой печени в лаборатории Б. Чанса (R. Scholz, R. G. Thurman, 
J. R. Willamson et al., 1969) и на срезах головного мозга в лаборатории
Jl. Д. Лукьяновой (Л. Д. Лукьянова, А. Т. Уголев, С. В. Харадуров 
и др., 1978). Фактически пиридиннуклеотиды целиком восстановле­





























1 100 Низкая Низкая Малая АДФ 0 1 17 21 90
2 100 Высокая 0 Малая Суб­ 0 0 0 0 0
страт
3 100 Высокая Высокая Боль­ Дыха­ 4 6 16 20 53
шая тельная
цепь
4 100 Низкая Высокая Малая АДФ 0 14 35 40 99
5 0 Высокая Высокая 0 0 2 100 100 100 150 100
Примечания:
1. Квадратными скобками обозначены концентрации веществ.
2 . ѴОо -  скорость дыхания.
Исходя из анализа такого рода редокс-сдвигов вдыхательной 
цепи, мы предположили, что в гипоксических условиях высокая сте­
пень восстановленности NAD(P)H должна препятствовать окислению 
любого NAD-зависимого субстрата, при том что окисление сукцина­
та, дегидрогеназа которого является флавин-зависимым ферментом, 
может оставаться на высоком уровне благодаря сохранению большей 
окисленности флавинов вдыхательной цепи (М. Н. Кондрашова, 
Е. И. Маевский, Г. В. Бабаян, 1973). Были получены косвенные сви­
детельства того, что сукцинат легче окисляется при гипоксии, по 
крайней мере окисляется быстрее, чем воспроизводится из 
NAD-зависимых субстратов, поскольку его концентрация в условиях 
острой гипоксической гипоксии в ткани печени может снижаться 
в 2 раза (Е. И. Маевский, 1971). В подобных же экспериментах при
гипоксической гипоксии наблюдалось увеличение концентрации всех 
остальных интермедиатов цикла трикарбоновых кислот (М. С. Вол­
ков, А. М. Генкин, Е. И. Маевский и др., 1975), что свидетельствует 
скорее всего о торможении их окисления.
R. W. Von Korff (1967) измерил изменение концентраций суб­
стратов цикла Кребса на изолированных митохондриях сердца кроли­
ка в разных метаболических состояниях, в частности в 3-м и 4-м сос­
тояниях по Чансу -  Вильямсу, отличающихся прежде всего степенью 
восстановленности дыхательных переносчиков (см. табл. 7). В 3-м со­
стоянии они практически полностью окислены, тогда как в 4-м состо­
янии восстановлены, причем степень восстановленности NADH в 4-м 
состоянии достигает 99% (В. Chance, G. R. Williams, 1955).
Итак, R. W. Von Korff показал, что в 3-м состоянии происходит 
уменьшение стационарных концентраций всех NAD-зависимых суб­
стратов и прирост концентрации сукцината, а в 4-м состоянии при бо­
лее высокой восстановленности NAD(P)H прирастает концентрация 
всех NAD-зависимых субстратов, но уменьшается концентрация сук­
цината. Если считать, что 3-е и 4-е состояния с точки зрения измене­
ния редокс-состояния переносчиков дыхательной цепи моделируют 
соответственно нормоксическое и гипоксическое состояния, то мож­
но полагать, что при нормоксии лучше окисляются NAD-зависимые 
субстраты, а при гипоксии -  сукцинат. Следует также иметь в виду, 
что сукцинатдегидрогеназа чрезвычайно чувствительна к редокс- 
состоянию пиридин нуклеотидов, железо-серного комплекса и коэнзи- 
ма О (СДГ активируется при росте степени восстановленности этих 
переносчиков и ингибируется при их окислении) (Т. Р. Singer, 1965; 
М. Gutman, 1978; А. Д. Виноградов, 1979). Более того, конкурентный 
ингибитор СДГ -  щавелево-уксусная кислота -  может накапливаться 
только при высокой степени окисленности NAD, поскольку является 
высокоэлектронофильным соединением и легко восстанавливается до 
малата при малейшем росте восстановленности NADH. Очевидно, 
именно уменьшением величины щавелево-уксусного торможения 
СДГ при росте восстановленности NADH обусловлено повышение 
скорости дыхания, в частности окисления сукцината митохондриями, 
выделенными после гипоксии (3. П. Барбашова, 1960; Е. И. Маевский, 
1971; М. Н. Кондрашова, Е. И. Маевский, Г. В. Бабаян, 1973; L. Mela, 
1979). По крайней мере, величина щавелево-уксусного торможения
сукцинат-зависимого дыхания митохондрий печени, сердца и корко­
вого слоя почек после перенесения животными острой гипоксической 
гипоксии резко уменьшалась (Е. И. Маевский, 1971; М. Н. Кондрашо- 
ва, Е. И. Маевский, Г. В. Бабаян, 1973). In vitro гипоксиеподобную си­
туацию восстановления NADH при сохранении окисленности флаво- 
протеидов фактически промоделировала в экспериментах с актива­
цией окисления сукцината ротеноном (U. Rasmussen, 1969).
Таким образом наш собственный опыт и анализ представленных 
в литературе данных свидетельствуют о том, что в условиях гипоксии 
можно было бы ожидать преобладания окисления сукцината как 
в связи с торможением окисления NAD-зависимых субстратов, так 
и в связи с повышением активности СДГ при восстановлении удален­
ных от кислорода участков дыхательной цепи. Однако прямые экспе­
риментальные доказательства такого сдвига в соотношении скоростей 
окисления NAD-зависимых субстратов и сукцината до настоящего 
времени не были получены.
Мы подошли к исследованию этого вопроса, используя разли­
чия в окислении таких NAD-зависимых субстратов, как пируват 
и а-кетоглутарат, с одной стороны, и сукцинат -  с другой. Пируват 
и а-кетоглутарат в процессе окисления подвергаются окислительному 
декарбоксилированию, т. е. одновременно идут дегидрирование (по­
ставка водорода в дыхательную цепь) и образование С 0 2, тогда как 
окисление сукцината -  это только дегидрирование. Можно было по­
лагать, что измерение отношения освобождающегося С 0 2 к коли­
честву потребляемого кислорода, т. е. величины дыхательного коэф­
фициента RQ = Д С 02/Д 0 2, позволит определить, какой субстрат окис­
ляется: подвергающийся окислительному декарбоксилированию (пи­
руват или а-кетоглутарат) или только дегидрирующийся сукцинат. 
В первом случае теоретически величина дыхательного коэффициента 
должна приближаться к единице (Д С 02 = Д 0 2), а во втором случае 
она должна быть равной нулю (Д С 02 = 0).
В физиологических условиях на уровне целостного организма 
величина дыхательного коэффициента RQ не падает, по крайней мере 
в покое, ниже 0,7-0,8 . При этом считается, что величина RQ зависит 
от того, какой из основных видов субстратов: углеводы, жиры или 
белки -  преимущественно окисляется в момент измерения.
Очевидно, что окисление глюкозы
С6Н,20 6 + 6 0 2 -> 6С 0 2 +6Н20
дает величину дыхательного коэффициента, равную 1: RQ = 6С 02/6 0 2.
При окислении жирных кислот, например пальмитиновой:
С 18Н340 2 + 25 ,502 — 18С02 + 17Н20 ,
величина RQ = 18 С 0 2 / 25 ,502 составит около 0,71.
При окислении аминокислот величина дыхательного коэффици­
ента может существенно варьировать в зависимости от вида окисляю­
щейся аминокислоты, но если учитывать, что количественно в энерге­
тическом обмене преобладает окисление глутаминой, аспарагиновой, 
дикарбоновых аминокислот, а также аланина и глутамина, то ясно, что 
величина RQ для аминокислот в среднем составит не менее 1,0.
При гипоксии обычно наблюдают повышение величины дыха­
тельного коэффициента, обусловленное тем, что в кровоток поступа­
ют недоокисленные продукты обмена веществ, которые нейтрализу­
ются бикарбонатной буферной системой
НА (кислота-метаболит) + N aH C 03 —► NaA + Н2С 0 3.
В результате образуется угольная кислота, которая в легочных 
капиллярах под влиянием карбоангидразы превращается в С 0 2 и Н20 . 
Вследствие этого падает бикарбонатная буферная емкость плазмы 
крови и выход С 0 2 может существенно превышать потребление ки­
слорода. Таким образом, величина дыхательного коэффициента в за­
висимости от вклада бикарбонатной буферной системы в нейтрализа­
цию органических кислот может возрастать до 2-2,5.
Для того чтобы по возможности исключить вклад бикарбонат­
ной буферной системы в изменение величины RQ, мы провели совме­
стно с А. М. Зякуном (Институт биохимии и физиологии микроорга­
низмов РАН) исследование кратковременной гипоксии, когда выход 
недоокисленных продуктов из ткани в кровоток не успевает повлиять 
на pH плазмы крови. Кратковременную гипоксию вызывали внезап­
ной 45-60-секундной задержкой дыхания на уровне спокойного вдо­
ха. Во время короткого нефорсированного выдоха собирали 250 мл 
воздуха и в нем определяли масс-спектрометрически изменение со­
держания С 0 2 и 0 2 относительно вдыхаемого воздуха. Исследование 
было выполнено на здоровых добровольцах, больных диабетом
и ожирением, в покое и после аэробной физической нагрузки, нато­
щак и на фоне глюкозной нагрузки. Во всех перечисленных случаях 
кратковременная задержка дыхания сопровождалась падением вели­
чины RQ от 0,9-1,1, до 0,5-0,45. Столь резкое падение RQ нельзя 
объяснить связыванием СО2 гемоглобином в виде карбаминогемогло- 
бина, поскольку гемоглобин может связывать не более 10 % углеки­
слоты.
Такое падение RQ позволяет предположить, что в условиях ор­
ганизма может происходить очень быстрая смена субстратов или, по 
крайней мере, уменьшение доли субстратов, подвергающихся декар- 
боксилированию при уменьшении доставки кислорода. Едва ли это 
может быть объяснено активацией гликолиза.
Как показано на рис. 18, для падения RQ необходимо, чтобы по­
ступление восстановительных эквивалентов в дыхательную цепь шло 
через малат-аспартатный или а-глицерофосфатный шунт 3 из глико- 
литической оксидоредукции или через флавин-зависимую сукцинат- 
дегидрогеназу и не сопровождалось одновременным декарбоксилиро- 
ванием. В этом случае надо исключить из рассмотрения анаэробную 
дисмутацию а-кетоглутарата 5, являющуюся одновременно источни­
ком С 0 2 и сукцината. Без учета дисмутации величина RQ может при­
ближаться к нулю. Поставка водорода в дыхательную цепь из глико­
лиза в случае высокой степени восстановленности NADH может идти 
только через а-глицерофосфатный шунт, дегидрогеназа которого 
в митохондриях является флавин-зависимым ферментом. В послед­
нем случае на уровне организма может иметь место кратковременное 
резкое падение RQ.
Показано, что вдыхательную цепь восстановительные эквива­
ленты Н могут поступать без вовлечения в превращения реакций де- 
карбоксилирования. Окисление сукцината может играть большую 
роль при гипоксии благодаря сохранению более высокой степени 
окисленности флавопротеидов дыхательной цепи.
Таким образом, наиболее приемлемым, на наш взгляд, может 
быть предположение о том, что при задержке дыхания происходит 
быстрое, обусловленное изменением степени восстановленности ды­
хательных переносчиков увеличение доли окисления флавин-зависи- 
мых субстратов, которые не подвергаются декарбоксилированию 
(сукцинат, эфиры КоА-жирных кислот и а-глицерофосфат). В любом
случае следовало проверить экспериментально, как меняется величи­
на RQ и соотношение окисления пирувата и сукцината на изолиро­
ванных тканевых препаратах, гомогенате и митохондриях при изме­
нении степени оксигенации и степени восстановленности переносчи­
ков дыхательной цепи in vitro.
Рис. 18. Схема возможного вклада гликолитической оксидоредукции 
в падение дыхательного коэффициента за счет поставки цитозоль-ми- 
тохондриальными шунтами части восстановительных эквивалентов 
вдыхательную цепь при гипоксической активации гликолиза без 
участия субстратов цикла трикарбоновых кислот в энергопродукции:
1 -  гликолиз; 2 -  переаминирование пирувата; 3 малат-аспартатный шунт; 4 -  
дыхательная цепь митохондрий; 5 -  дисмутация а-кетоглутарата (единственный
Эксперименты были выполнены в многоэлектродной ячейке, 
скорость потребления кислорода измеряли полярографическим за­
крытым кларковским электродом, а скорость образования С 0 2 -  
С 0 2-чувствительным электродом. Состояние окислительного фосфо- 
рилирования оценивали по параметрам дыхательного контроля, вели­
чине отношения АДФ/О, определяемым полярографически, а также 
по скорости и величине изменений концентрации ионов водорода при




на схеме источник углекислого газа)
фосфорилировании добавленного АДФ (регистрация рН-чувствитель- 
ным электродом) и по изменению распределения липофильного ка­
тиона тетрафенилфосфония (ТФФ*) между митохондриями и внеми- 
тохондриальной средой. Распределение ТФФ+ регистрировали 
ТФФ+-чувствительным электродом, что позволяло оценивать энерго­
зависимую генерацию электрохимического трансмембранного потен­
циала на внутренней мембране митохондрий.
Первые же исследования, выполненные на гомогенате и на не­
промытых митохондриях печени крысы, показали, что величины RQ 
существенно зависят от вида экзогенного субстрата, метаболического 
состояния (см. табл. 7) и используемого тканевого препарата (табл. 8).
Анализ приведенных в табл. 8 данных свидетельствует о том, 
что регистрируемые в эксперименте величины RQ значительно отли­
чаются от теоретически ожидаемых. В частности, сукцинат, малат, 
а-глицерофосфат и ß-оксибутират в процессе окисления не подверга­
ются декарбоксилированию и поэтому величина RQ должна быть при 
окислении избытка этих субстратов бесконечно малой. Напротив, при 
окислении а-кетоглутарата и пирувата величина RQ должна быть на 
уровне 2 ,0 , так как эти субстраты подвергаются окислительному де­
карбоксилированию. Однако окисление интермедиатов цикла Кребса, 
образующихся из экзогенных субстратов, может давать вклад в пот­
ребление 0 2 и образование С 0 2, что и обеспечивает отличие экспери­
ментальных параметров от теоретически ожидаемых. Кроме того, 
сказываются вклад эндогенных субстратов и множественность путей 
включения экзогенных субстратов в различные метаболические пре­
вращения наряду с непосредственным участием в окислительно­
восстановительных реакциях. Зафиксировано наличие четкой разни­
цы для многих субстратов в величинах RQ в 3-м и 4-м состояниях по 
Чансу -  Вильямсу. Ранее подобные сдвиги RQ в зависимости от мета­
болического состояния никем не описывались.
Для более определенного анализа сдвигов RQ мы использовали 
относительно простую систему, каковой являются промытые изоли­
рованные митохондрии печени крысы.
Как показано на рис. 19, при окислении пирувата и сукцината 
промытыми изолированными митохондриями печени крысы наблю­
даются весьма характерные кинетические кривые потребления кисло­
рода, образования С 0 2, изменения pH и распределения ТФФ+, кото­
рые позволяют уверенно отличать окисление пирувата от окисления 
сукцината и дают довольно близкие к теоретически ожидаемым вели­
чины RQ.
Таблица 8
Изменение величины дыхательного коэффициента (RQ) 
при окислении различных субстратов гомогенатом 
и митохондриями печени крысы
Окисляющиеся субстраты Гомогенат












1. RQ =ѴСО:/Ѵ0 2 ; RQ3 и RQ4 -  соответственно величины RQ в 3-м и 4-м метабо­
лических состояниях по Чансу -  Вильямсу.
2. Концентрация митохондрий -  3 мг белка на 1 мл, концентрации добавленных 
субстратов- 4 мМ. Среда инкубации: 125 мМ KCl, I мМ MgSC>4, 3 мМ КИ2Р04, 
0,5 мМ ЭГТА, pH = I X  Добавка АДФ -  170 мкМ. Температура -  28 °С. Объем инкуба­
ционной ячейки -  2 мл. Исходное р02 =150 мм рт. ст.
Скорости дыхания и окислительного фосфорилирования намно­
го выше при окислении сукцината, чем пирувата. При этом окисление 
пирувата сопряжено со значительным выделением в среду углекисло­
ты. Удержание градиента pH и ТФФ более эффективно происходит 
при окислении сукцината, чем пирувата. Величина RQ при окислении 
избытка сукцината едва достигает 0,01 в 3-м состоянии, тогда как при 
окислении пирувата она может достигать 2,0 (см. рис. 19), что легко 
понять из суммарного уравнения пируватдегидрогеназной реакции:
пируват + 1/2 0 2 + HS-KoA —► Н20  + С 0 2 + ацетил-КоА; ДС02/Д02 = 2.
4 мМ пирувата 
RQ = 2,0
4 мМ сукцината 
RQ = 0,01
Рис. 19. Регистрация потребления кислорода, образования С 0 2, 
изменения pH и распределения ТФФ+ при окислении митохондриями 
печени крысы пирувата и сукцината 
Концентрация митохондрий -  Змг белка на моль. Среда инкубации: 125 мМ 
KCl, 1 мМ MgS04, 3 мМ КН2Р 04, 0,5 мМ ЭГТА, pH = 7,2; температура -  28 °С;
объем инкубационной ячейки -  2 мл; исходное р 0 2 =  150 мм рт. ст.
Результаты измерения АДФ/О и скорости уборки ионов водоро­
да в процессе окислительного фосфорилирования при окислении раз­
ных субстратов изолированными митохондриями печени в сочетании 
с измерением RQ позволяют намного надежнее отличить окисление 
сукцината от окисления пирувата и других субстратов (табл. 9).
На изолированных митохондриях отличия величин RQ в 3-м 
и 4-м состояниях еще более значимы, чем в гомогенате. Нет полного 
соответствия между экспериментальными значениями RQ и теорети­
чески ожидаемыми, хотя величины RQ для недекарбоксилирующихся
субстратов сукцината, малата, ß-оксибутирата и а-глицерофосфата 
явно ниже. Обращает на себя внимание падение RQ в 4-м состоянии 
при окислении а-кетоглутарата и пирувата.
Таблица 9
Отношение АДФ/О, величина RQ и скорости уборки Н+ 





АДФ/О R Q3 RQ4 ѴН+
Сукцинат 1,60 0,14 0,01 -336
а-кетоглутарат 2,24 1,60 0,40 -302
Малат 2,60 0,25 0,08 -163
ß-оксибутират 2,56 0,10 0,08 -294
а-гл ицерофосфат 1,56 0,20 0,15 -142
I Іируват 2,77 1,92 0,66 -184
Сукцинат + а-КГ 1,88 0,60 0,02 -312
Пируват т малат 2,90 1,91 1,10 -216
Примечания:
1. ѴН~ -  скорость уборки ионов водорода, нг-ион / мин, во время фосфорилиро­
вания добавленного АДФ.
2. RQ рассчитывали по отношению скоростей выделения СО: и потребления О: 
(RQ = ѴСО2/ѴО2 ); RQ3 и RQ4 -  соответственно величины RQ в 3-м и 4-м метаболичес­
ких состояниях по Чансу -Вильямсу.
3. Концентрация митохондрий -  3 мг белка на 1 мл.
В свете анализа гипоксической ситуации рассмотрим более под­
робно особенности окисления субстратов в 3-м и 4-м состояниях, ко­
торые существенно отличаются друг от друга по степени восстанов­
ленности пиридиннуклеотидов.
Последовательное изменение величин RQ в грех циклах фосфо­
рилирования АДФ при окислении пирувата митохондриями печени 
крысы (по данным, представленным на рис. 4) показано ниже:
1 цикл 11 цикл III цикл
(р02 = 127 мм рт. ст.) (р02 = 99 мм рт. ст.) (р02 = 73 мм рт. ст.)
R Q 4 RQ 3 RQ 4 R Q 3 RQ4 R Q 3 r q 4
1,80 1,80 0,62 1,20 0,30 0,80 0,10
Кривые потребления кислорода и образования С 0 2 по ходу по­
следовательно запускаемых циклов фосфорилирования АДФ видоиз­
меняются так, что при окислении пирувата в промытых митохондри­
ях всегда величина RQ в 4-м состоянии после фосфорилирования 
АДФ ниже, чем в предшествующем ему 3-м состоянии (рис. 20). При­
чем в каждом последующем цикле фосфорилирования величины RQ 
ниже, чем в предыдущем.
Рис. 20. Изменение величины дыхательного коэффициента 
при окислении пирувата в трех последовательных циклах 
фосфорилирования добавленного АДФ
Исходя из этого было сделано два предположения. Либо при 
окислительном декарбоксилировании пирувата сказывается увеличе­
ние фонда АТФ и адениловых нуклеотидов в целом, либо влияет па­
дение парциального давления кислорода в процессе инкубации мито­
хондрий в закрытой ячейке. Мы предположили, что в том и в другом 
случае часть пирувата отвлекается в пируваткарбоксилазную реак­
цию, которая связывает С 0 2. Вследствие этого в зависимости от доли 
пирувата, подвергающегося карбоксилированию, снижается величина 
RQ. Теоретически можно представить, что если в пируватдегидроге- 
назной и пируваткарбоксилазной реакциях используется равное коли­
чество пирувата, то RQ может приблизиться к нулю. На рис. 21 вид-
но, что альтернативой пируваткарбоксилазной реакции относительно 
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Рис. 21. Схема входа пирувата в цикл трикарбоновых кислот: 
/ пируватдегидрогеназная реакция; 2 -  пируваткарбоксилазная реакция;
—♦ торможение СДГ
В таком случае добавление малата, который окисляется до ЩУК 
без выделения С 0 2, может способствовать приросту RQ при совмест­
ном окислении пирувата и малата. С другой стороны, образовавшаяся 
из малата ЩУК не только выступает в качестве партнера в цитратсин- 
тетазной реакции, но и может вызывать инактивацию сукцинатдегид- 
рогеназы. Действительно, оказалось, что даже 0,4 мМ малата при 
окислении 3,6 мМ пирувата достаточно для того, чтобы значимо по­
высить RQ по сравнению с окислением одного пирувата (табл. 10).
Поскольку пируваткарбоксилазная реакция требует АТФ, а пиру­
ватдегидрогеназная реакция тормозится при росте отношения 
АТФ/АДФ, постольку можно полагать, что падение RQ в 4-м состоянии 
связано именно с ростом пула АТФ. Кроме того, нельзя не учитывать по­
степенное наполнение цикла трикарбоновых кислот интермедиатами, 
образующимися из окисляющегося пирувата (см. рис. 21). До стадии 
сукцината (пируватдегидрогеназная, изоцитратдегидрогеназная, а-кето- 
глутаратде-гидрогеназная реакции) величина RQ держится на уровне 
2 единиц. Затем начинается окисление без декарбоксилирования (сукци- 
натдегидрогеназная и малатдегидрогеназная реакции). Чем больше вклад 
в процесс окисления последних дегидрогеназ, тем ниже RQ. Не исклю­
чено, что уменьшение RQ в 4-м состоянии может отражать увеличение 
их вклада, в частности сукцината, так как в 4-м состоянии складываются 
условия для активации СДГ, а в 3-м состоянии при повышении окислен- 
ности NAD проявляется щавелево-уксусное торможение СДГ. Признаки 
торможения цикла трикарбоновых кислот на уровне СДГ в виде избира­
тельного накопления сукцината в 3-м состоянии в митохондриях сердца 
кролика при окислении пирувата наблюдал R. W. Von Korff (1967).
Таблица 10
Изменение величины дыхательного коэффициента (RQ) 
по ходу смены метаболических состояний при окислении пирувата 
и малата в митохондриях печени крысы (п = 4)
Добавленный
субстрат RQV RQi1 RQr RQ32
Пируват 4 мМ 
Малат 4 мМ 
Пируват 3,6 мМ + 





0,64 ± 0,08 
1,90 ±0,18
0,64 ± 0,08 
0,16 ±0,02 







1. Величины RQ рассчитаны по отношениям скоростей выделения С 02 и потреб­
ления Оз в 3-м и 4-м состояниях по Чансу -  Вильямсу.
2. Индексы 1, 2 указывают соответственно первый и второй цикл фосфорилиро- 
вания при последовательных добавках АДФ.
Таким образом, эксперимент с увеличением RQ при совместном 
окислении малата и пирувата по сравнению с отдельным окислением 
пирувата не позволяет принять безоговорочно версию изменения 
только соотношения пируватдегидрогеназной и пируваткарбоксилаз- 
ной реакции. Возможно, изменяется и вклад эндогенного сукцината. 
Вторым фактором, оказывающим влияние на соотношение пируват­
дегидрогеназной и пируваткарбоксилазной реакции и активность 
СДГ, может быть прирост NADH в 4-м состоянии (см. табл. 10) или 
при снижении р0 2 в ячейке, например по ходу инкубации при после­
довательных циклах фосфорилирования АДФ.
Для проверки влияния снижения р 0 2 на величину RQ при окис­
лении пирувата был поставлен эксперимент с исходно сниженным со­
держанием кислорода в инкубационной среде. Для снижения р 0 2 инку­
бационную среду продували предварительно азотом или аргоном. Ока­
залось, что падение р 0 2 до 25 мм рт. ст. не только не вызывает сниже­
ния RQ, а, напротив, способствует его повышению (табл. 11).
Таблица 11
Изменение дыхательного коэффициента, активности АТФ-азной 
реакции, не компенсируемой окислительным фосфорилированием, 
и степени восстановления трансмембранного потенциала 
в митохондриях печени крысы при окислении пирувата 




R Q / RQs R Q /‘
ѴН+ 
в S4 % у
Нормоксия (начальное 
р 0 2 = 150 мм рт. ст.)
1,38 ± 0,18 1,90 ±0,06 0,38 ± 0,08 +43 ± 5,0 106 ±5,0
Г ипоксия (начальное 
р02 = 25 мм рт. ст.)
1,54 ±0,16 2,00 ±0,10 1,08 ±0,16  
р < 0,002




Примечание. RQ4* и RQ/* -  величины дыхательного коэффициента в 4-м состо­
янии до и после фосфорилирования добавленного АДФ соответственно; начальное 
рО: -  величина рСЬ в инкубационной ячейке в момент внесения митохондрий; р указа­
но в сравнении с соответствующей величиной при «нормоксии»; ѴН+ в S4 -  количество 
ионов водорода, освобождающихся во внемитохондриальное пространство в результате 
гидролиза АТФ в 4-м состоянии после фосфорилирования АДФ; % у -  степень восста­
новления трансмембранного погенциала после фосфорилирования АДФ.
Едва ли прирост RQ в гипоксических условиях можно объяснить 
увеличением вклада эндогенного сукцината. Если исходить из того, что 
гипоксический прирост NADH активирует СДГ, то следовало ожидать 
падения RQ. Наблюдаемый прирост RQ скорее всего свидетельствует 
об увеличении доли пируватдегидрогеназной реакции при падении доли 
пируваткарбоксилазной реакции, возможно, в связи с некоторой де- 
энергизацией митохондрий. Несмотря на то что р 0 2 было снижено все­
го до 25 мм рт ст., что соответствует нормальному физиологическому 
значению р0 2 в ткани печени, in vitro такое снижение р0 2 сопровожда­
ется некоторой деэнергизацией митохондрий: уменьшается способность 
митохондрий удерживать градиент pH в 4-м состоянии, т. е. увеличива­
ется скорость закисления среды и снижается степень восстановления 
трансмембранного потенциала после фосфорилирования добавленного 
АДФ (см. табл. 11). По-видимому, такого уровня деэнергизации доста­
точно для того, чтобы не происходила активация пируваткарбоксилаз- 
ной реакции, потребляющей АТФ при связывании С 0 2.
Если исходить из развиваемых М. Н. Кондрашовой представле­
ний о том, что сукцинат может монополизировать дыхательную цепь, 
то следует признать, что в условиях пониженного р0 2 или просто 
в 4-м состоянии, когда повышена степень восстановленности NADH, 
преимущество сукцината над NAD-зависимыми субстратами может 
быть более выражено, чем в условиях «нормоксии». Однако данных 
о том, что сукцинат может «выигрывать конкуренцию» за дыхатель­
ную цепь у NAD-зависимых субстратов, мы не обнаружили. Поэтому 
были поставлены эксперименты, позволяющие по величине RQ, от­
ношению АДФ/О, скорости уборки ионов водорода при фосфорили- 
ровании АДФ и степени восстановления трансмембранного потен­
циала после фосфорилирования АДФ оценить, действительно ли та­
кое явление имеет место. При последовательном увеличении количе­
ства экзогенного сукцината на фоне 4 мМ пирувата происходило 
очень быстрое падение RQ и АДФ/О с одновременным увеличением 
скорости дыхания и степени восстановления трансмембранного по­
тенциала после фосфорилирования АДФ, что характерно для сукци­
ната (табл. 12). Эти данные дают основание полагать, что даже при 
существенно меньшей концентрации сукцината по сравнению с пиру- 
ватом митохондрии предпочтительно окисляют сукцинат.
Подобные эксперименты с другим NAD-зависимым субстра­
том -  а-кетоглутаратом -  также свидетельствуют о том, что появле­
ния небольшого количества сукцината достаточно для захвата значи­
тельной части дыхательной цепи. При последовательных циклах 
фосфорилирования в процессе инкубации митохондрий происходит 
падение величины RQ, опять-таки более выраженное в 4-м состоянии, 
когда активируется СДГ.
Изменение величины дыхательного коэффициента (RQ) по ходу 
смены метаболических состояний при окислении а-кетоглутарата 
(4 мМ) в митохондриях печени крысы (п = 4) показано ниже:
R Q 4 R Q 31 R Q 41 R Q 32 R Q 42 ADP/O 1 ADP/O2 
1,26±0,22 1,52±0,14 0 ,58± 0,06  1,18±0,18 0 ,18± 0,06  2 ,58± 0 ,19  2 ,20± 0 ,16
Примечание. RQ4 -  дыхательный коэффициент в S4 до добавления АДФ; 
RQ31, RQ4',RQ32, RQ42-  дыхательные коэффициенты в S3 и в S4 при первой 
и второй добавках АДФ соответственно.
Таблица 12
Изменение скоростей дыхания митохондрий печени в 3-м и 4-м 
состояниях, отношения АДФ/О, RQ и степени восстановления 
трансмембранного потенциала после фосфорилирования 





Ѵ3 ѵ 4 АДФ/О а с о 2/ а о 2 Ау в S4, %
Пируват 101 30 2,65 2,00 89
Сукцинат/пируват = 2/8 118 33 2,37 0,58 93
Сукцинат/пируват = 4/6 157 46 1,62 0,30 94
Сукцинат/пируват = 6/4 180 55 1,35 0,14 96
Сукцинат 200 65 1,33 0,02 100
Примечание. Ѵз, Ѵ 4 -  скорости потребления кислорода, нмоль 0 2 / (мин • мг бел­
ка), соответственно в3-м и4-м метаболических состояниях по Чансу- Вильямсу; 
АССЬ/АСЬ -  в 3-м состоянии при фосфорилировании 270 мкМ АДФ; Аі|/ -  величина 
восстановления трансмембранного потенциала в процентах от исходного уровня (до 
добавки АДФ) после завершения цикла фосфорилирования АДФ в 4-м состоянии.
Трудно чем-либо другим объяснить такое падение RQ, кроме 
как вовлечением в окисление сукцината, образующегося из 
а-кетоглутарата. Однако рассмотрение только такой возможности не 
позволяет понять, почему в условиях «гипоксии» происходит увели­
чение величины RQ при окислении а-кетоглутарата (табл. 13).
Таблица 13
Величины RQ при окислении а-кетоглутарата митохондриями печени 
крысы в 3-м и 4-м метаболических состояниях в зависимости 




«Нормоксия» (начальное р 0 2 = 150 мм рт. ст.) 
«Гипоксия» (начальное р 02 = 25 мм рт. ст.)
1,30 ±0,14
2,09 ±0,20  
р < 0,05
1,56 ±0,08  
1,99 ± 0,18
В связи с этими данными мы хотели бы вернуться к результа­
там, представленным в табл. 8, где показано, что на гомогенате в 4-м 
состоянии величина RQ при окислении добавленного а-кетоглутарата 
возрастала даже до 2,8. Одной из причин такого аномально высокого 
роста RQ могла быть активация анаэробной дисмутации 
а-кетоглутарата в присутствии аммония (рис. 22) (Г. А. Кребс,
Г. JI. Корнберг, 1959).
Рис. 22. Схема анаэробной дисмутации а-кетоглутарата в митоходриях: 
ГДГ -  глутаматдегидрогеназа; а-КГДГ -  а-кетоглутаратдегидрогеназа;
ТГ -  трансгидрогеназа
В этом случае одна молекула а-кетоглутарата вовлекается 
в восстановительное аминирование с образованием глутамата и од­
новременным окислением NAD(P)H до NAD(P) \  что обеспечивает 
окисление другой молекулы а-кетоглутарата до сукцината. Эта дис- 
мутация может быть зарегистрирована косвенным методом поляро­
графически по появлению ротенон-нечувствительного дыхания при 
окислении а-кетоглутарата (М. Н. Кондрашова, Е. И. Маевский, 1978) 
и прямым измерением превращения субстратов с помощью 
Н-ЯМР-спектроскопии при анаэробиозе (Е. И. Маевский, Е. В. Гри­
шина, А. С. Розенфельд и др., 1999). В 4-м состоянии указанными ме­
тодами зарегистрировать дисмутацию а-кетоглутарата невозможно. 
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дисмутации а-кетоглутарата по образованию С 0 2 в присутствии ро- 
тенона и аммония (табл. 14).
Таблица 14
Влияние смены метаболических состояний, ионов аммония 
и ротенона на скорости дыхания, образования С 0 2 и величину RQ 







а-кетоглутарат Ѵ02, мкМ 0 2 97 34
ѴС02, мкМ С 02 155 12
RQ= ѵсо2/ѵо2 1,60 0,32
NH4 f а-кетоглутарат ѵо2 106 35
ѵсо2 162 70
RQ= ѵсо2/ѵо2 1,52 1,94
Ротенон + NH4 + ѵо2 9 -
+ а-кетоглутарат ѵсо2 26 -
RQ- ѵсо2/ѵо2 2,89 -
Оказалось, что в присутствии 1 мМ NH4C1 величина RQ возрас­
тает. Добавление ротенона резко тормозит потребление кислорода 
и в меньшей степени образование С 0 2, что приводит к еще большему 
приросту RQ. Таким образом, судя по изменению величины RQ, 
можно считать, что в 4-м состоянии и при падении р 0 2 благодаря 
увеличению степени восстановленности NADH может идти дисмута- 
ция а-кетоглутарата, которая обеспечивает образование сукцината.
Приведенные данные свидетельствуют о возможности оценки 
вида окисляемого митохондриями субстрата по величине дыхатель­
ного коэффициента RQ. В частности, четко различаются субстраты, 
подвергающиеся декарбоксилированию, и окисляющиеся без декар- 
боксилирования. Именно по этому признаку удалось четко диффе­
ренцировать вклад сукцината от вклада пирувата и а-кетоглутарата 
и показать, что экзогенный сукцинат может «выигрывать конкурен­
цию» за дыхательную цепь у пирувата, а эндогенно образующийся 
сукцинат постепенно монополизирует дыхательную цепь даже при
окислении избытка экзогенного а-кетоглутарата. Причем, судя по ве­
личине RQ, преимущество в окислении сукцината может быть осо­
бенно заметным при снижении р0 2.
3.2. Влияние метаболического состояния и уменьшения 
оксигенации митохондрий на кинетические параметры 
окисления экзогенных пирувата и сукцината
Влияние смены метаболических состояний митохондрий на ки­
нетические параметры Кт и Ѵтах для окисления различных субстратов 
исследуется лишь в единичных работах. И практически нет работ, 
в которых изучалось бы влияние на эти параметры уменьшения пар­
циального давления кислорода. Мы исследовали, каким образом ме­
няется кажущаяся константа Михаэлиса (Кт ) и Ѵтах для пирувата 
и сукцината в изолированных интактных митохондриях печени в 3-м 
и 4-м метаболических состояниях и при снижении р 0 2 инкубацион­
ной среде. Выбор пирувата обусловлен тем, что он является основ­
ным субстратом, поступающим в митохондрии из реакций гликоли- 
тического распада гликогена и глюкозы, а сукцината -  тем, что име­
ется множество работ, свидетельствующих об особой роли окисления 
сукцината при различных функциональных состояниях тканей и при 
гипоксии. Изменение метаболического состояния митохондрий реги­
стрировали по ходу потребления кислорода в обычном цикле фосфо­
рилирования с относительно большой добавкой АДФ (270 мкМ). 
Уменьшение оксигенации митохондрий вызывали снижением на­
чального р 0 2 инкубационной среды в 6 раз -  до 25 мм рт. ст.
Известно, что Кт и критическая концентрация 0 2 для терми­
нального фермента дыхательной цепи -  цитохромоксидазы -  нахо­
дятся на уровне р 0 2 = 0,1 мм рт. ст. (К. П. Иванов, 1990, 1993). Одна­
ко в экспериментах на перфузируемой ткани, выполненных в лабора­
тории Б. Чанса (E. М. Chance, В. Chance, 1988) на культуре клеток 
почки, нейробластонн, асцитных клетках, на тонких срезах мозга 
и печени (J1. Д. Лукьянова, Б. С. Балмуханов, А. Т. Уголев, 1982), по­
казано, что значительное восстановление цитохрома С (от 22 до 40%), 
уменьшение отношения [АДФ] / [АДФ] • [Ф„] (примерно в три раза) 
происходит при падении р 0 2 до 75 мм рт. ст., а значительный прирост 
степени восстановленности пиридиннуклеотидов -  при падении р0 2
до 25-15 мм рт. ст. Эти данные демонстрируют зависимость митохонд­
риальной функции от р0 2 в диапазоне значительно более высоких зна­
чений (J1. Д. Лукьянова Б. С. Балмуханов, А. Т. Уголев, 1982), чем мож­
но было ожидать, исходя из критических значений р0 2 для цитохромок- 
сидазы. В связи с изложенным можно было предположить, что при рос­
те степени восстановленности NADH в случае снижения р 0 2 может 
тормозиться окислительное декарбоксилирование пирувата в пируват- 
дег идрогеназной реакции, поскольку это наиболее известный механизм 
торможения NAD-зависимых дегидрогеназ продуктом реакции 
(Б. И. Курганов, 1973). С другой стороны, наоборот, должно ускоряться 
окисление сукцината, так как увеличение степени восстановленности 
NADH и коэнзима Q, как правило, приводит к активации сукцинтаде- 
гидрогеназы.
Анализируя кинегические характеристики окисления в мито­
хондриях экзогенного субстрата, нельзя не учитывать, что измеряемые 
параметры Кт и Ѵтах отражают в интегральном виде состояние несколь­
ких систем: 1 ) активность и сродство к субстрату транслоказ, а также 
соответствующих дегидрогеназ и комплексов дыхательной цепи; 
2 ) тесное сопряжение окислительного фосфорилирования с дыханием. 
Сопоставление величин К|П и для перечисленных систем свиде­
тельствует о том, что узким местом в указанной последовательности ре­
акций является вход субстратов в митохондрии. Так, Кт для пирувата 
у монокарбоксилатного переносчика на два порядка выше, чем у пиру- 
ватдегидрогеназы, и составляет 115-640 мкМ в зависимости от условий 
преинкубации митохондрий (F. Palmiery, E. Quagliariello, 1978). Такого 
же порядка отличия пируватдегидрогеназы и монокарбоксилатного пе­
реносчика по Ѵтах, величина которого для переноса пирувата достигает 
20 нмоль / (мин • мг белка) (G. Boehme, K. J. Hartung, W. Kunz, 1978). 
Отметим, что приведенные данные из работ F. Palmiery, E. Quagliariello 
(1978) и G. Boehme, K. J. Hartung, W. Kunz (1978) были получены на 
митохондриях с сохраненным мембранным потенциалом и высокой ды­
хательной активностью без использования ингибиторов дыхательной 
цепи и дегидрогеназ. Очевидно, поэтому значения параметров сущест­
венно отличаются от тех, которые получают с помощью обычной тех­
ники набухания митохондрий с использованием аммониевых солей суб­
стратов: в митохондриях при неизменном потенциале величины Кт за­
метно ниже, аѴ ІШХ существенно выше (ср. сданными, приводимыми
в обзоре К. Ф. Шольца (1994)). Однако исследование зависимости этих 
параметров от метаболического состояния и уровня оксигенации мито­
хондрий мы в литературе не обнаружили.
Величины кажущихся констант Михаэлиса для пирувата и мак­
симальные скорости дыхания и декарбоксилирования в наших экспе­
риментах определялись путем измерения скоростей потребления ки­
слорода и образования С 0 2 при использовании разных концентраций 
пирувата в диапазоне 0,2-3,2 мМ. Этот диапазон выбран в связи с тем, 
что дальнейшее увеличение концентрации пирувата может приводить 
к торможению потока в цикле Кребса и дыхания, очевидно, вследствие 
ограниченности фонда внутримитохондриального КоА (В. В. Дынник, 
1978). Величины Km и V ,^ , приведенные в табл. 15, рассчитаны по 
графикам Лайнуивера -  Бэрка в обратных координатах 1/S и 1/Ѵ.
Таблица 15
Величины Кт и Ѵтах для пирувата, рассчитанные по графикам 
Лайнуивера -  Бэрка по скоростям потребления 0 2 и выделения С 0 2 
митохондриями печени крысы в 3-м и 4-м метаболических 
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± 2 ,2  
Рнорм<0,01
1,79 ± 
± 0 ,1 1
1,40 ± 
± 0 ,1 0  
Рнорм < 0,01
Примечания:
1. Условия инкубации: объем ячейки -  2 мл, t = 28 °С, концентрация митохонд­
рий -  2,8-3,2 мг белка в 1 мл, концентрации пирувата -  от 0,4 до 3,2 мМ, в 3-м состо­
янии добавка АДФ -  270 мкМ.
2. RQ рассчитан по величинам Vmaxi S4 -  4-е метаболическое состояние после 
фосфорилирования добавленного АДФ; рз -  в сравнении с соответствующими величинами 
в 3-м состоянии; pHüpM -  в сравнении с условиями «нормоксии».
Из представленных данных видно, что в 4-м состоянии сродство 
митохондрий к пирувату значительно выше, чем в 3-м состоянии, что 
хорошо согласуется с результатами F. Palmiery, E. Quagliariello (1978), 
обнаруживших снижение Кт монокарбоксилатного переносчика для 
пирувата после преинкубации с субстратом окисления по сравнению 
с митохондриями, преинкубированными в бессубстратной среде, т. е. 
в низкоэнергетических условиях. В наших экспериментах митохонд­
рии печени имели высокий дыхательный контроль по Чансу -  
Вильямсу (не ниже 4), высокие величины отношения АДФ/О 
и трансмембранного потенциала при окислении пирувата, что свиде­
тельствует о высокой степени сопряжения окислительного фосфори­
лирования ихорошей энергизации митохондрий (см. табл. 15, 
рис. 19).
При снижении р 0 2 сродство митохондрий к пирувату падало 
более чем в 1,5 раза. Понижение сродства митохондрий к пирувату 
при низком р 0 2 происходит без снижения Ѵгаах в 3-м состоянии и да­
же с некоторым приростом Ѵтах в 4-м. В общем виде такая ситуация 
обычно расценивается как проявление конкурентного торможения 
(Л. Уэбб, 1966). Мы полагаем, что такое уменьшение сродства объяс­
няется двумя причинами. Во-первых, как ясно из разницы величин Кт 
для 3-го и 4-го состояний (см. табл. 15), это может быть обусловлено 
ухудшением сродства к пирувату монокарбоксилатного переносчика 
при деэнергизации митохондрий. Во-вторых, можно предположить, 
что при низком р 0 2 увеличение степени восстановленности NADH 
вызывает такое торможение пируватдегидрогеназной реакции, когда 
она становится узким местом в системе окисления пирувата. Однако 
величина RQ в условиях «гипоксии» была повышена, что может от­
ражать увеличение вклада окислительного декарбоксилирования по 
сравнению с пируваткарбоксилазной реакцией. Превышение активно­
сти окислительного декарбоксилирования пирувата над активностью 
пируваткарбоксилазной реакции является признаком умеренного 
прироста NADH, а главным образом -  перехода митохондрий в менее 
энергизованное состояние (М. А. Родионова, А. Б. Войцтчак, 
Л. К. Войцтчак, 1973).
В такой ситуации интересно было проверить, как меняются па­
раметры Кт и Ѵшах при окислении сукцината. Как показано в табл. 16,
смена метаболических состояний вызывает изменения кажущихся 
констант сродства митохондрий к сукцинату: в 3-м состоянии вели­
чина Кт выше, чем в 4-м состоянии.
Однако снижение р 0 2 в инкубационной среде оказывало проти­
воположное действие на определяемые параметры при окислении 
сукцината: величина Кт снижалась, особенно в 3-м состоянии. Опре­
деленные нами величины Кт близки к тем, которые показал ранее 
в исследованиях сукцинатоксидазной активности А. Д. Виноградов 
(1967).
Таблица 16
Величины Кт и Ѵтах для сукцинатоксидазы митохондрий печени, 
рассчитанные в координатах Лайнуивера -  Бэрка по скоростям 
потребления 0 2 при окислении сукцината в 3-м и 4-м метаболических 




«Нормоксия» (р02 = 15 
Кт для сукцината, мкМ
Ѵтах» нмоль 0 2 / (мин • мг белка)
0 мм рт. ст.) 
468 ±23
84 ± 7
2 1 0  ±  2 0  
Р з  < 0,001 
28 ± 3
р 3 <  0 , 0 0 1
«Гипоксия» (р02 = 25 
Кт для сукцината, мкМ
Ѵтах, нмоль 0 2 / (мин * мг белка)
мм рт. ст.) 
247 ± 19
Рнорм < 0,01
113 ± 11 
Рнорм ^ 0,05
168 ± 15
Р з  < 0 , 0 0 1
40,5 ± 4
р з  < 0 , 0 0 1
Рнорм ^ 0,05
Примечания:
1. Термин «сукцинатоксидаза» использован для обозначения активности дыха­
ния митохондрий при окислении добавленного сукцината.
2. Условия инкубации: объем ячейки -  2 мл, t = 28 °С, концентрация митохонд­
рий- 2,8-3,2 мг белка в 1 мл, концентрация сукцината -  от 0,1 до 4 мМ, в 3-м состо­
янии добавка АДФ -  270 мкМ; рз -  в сравнении с соответствующими величинами в 3-м 
состоянии; рНОр* -  в сравнении с условиями нормоксии, п = 4.
Сопоставляя результаты наших экспериментов и данные 
А. Д. Виноградова, можно с полной определенностью сказать, что ве­
личина Кт для сукцината у сукцинатоксидазной системы в еще боль­
шей мере зависит от уровня энергизации митохондрий. В низкоэнер­
гетическом состоянии (в присутствии разобщителя) лимитирующим 
фактором является не активность дикарбоксилатного переносчика, 
а щавелево-уксусное торможение СДГ. Именно поэтому данные о пе­
реносе сукцината, полученные в условиях выраженной деэнергизации 
(в присутствии ротенона и ДНФ), показывают, что величина Кт для 
янтарной кислоты равна 1,3-1 ,6 мкМ (А. Д. Виноградов, 1979; 
К. Ф. Шольц, 1994).
Снижение Кт для сукцината при уменьшении р 0 2 нельзя объяс­
нить гипоксической деэнергизацией митохондрий. Скорее всего, 
здесь на первый план выходит увеличение восстановленности дыха­
тельных переносчиков (NADH и коэнзима Q), которое способствует 
активации СДГ. Но тогда приходится признать, что узким местом яв­
ляется СДГ, а не дикарбоксилатный переносчик. В таком случае сни­
жение Кт для сукцината может быть в равной мере обусловлено пе­
реходом от 3-го состояния к 4-му, а при снижении парциального дав­
ления кислорода в инкубационной среде -  активацией СДГ.
Независимо от принятой гипотезы нельзя не признать, что in vitro 
всего лишь при 6-кратном снижении р 0 2 (до 25 мм рт ст.) сродство ми­
тохондрий к сукцинату возрастает, а к пирувату снижается. Возможно, 
и в условиях целостного организма при гипоксии складываются благо­
приятные условия для преимущественного окисления сукцината. Отсю­
да следует, что использование экзогенного сукцината или субстратов, 
которые в условиях гипоксии легко превращаются в сукцинат, может 
быть целесообразно для поддержания функций митохондрий при рабо­
чей гипоксии с целью увеличения вклада окислительного фосфорили­
рования в энергообеспечение и для уменьшения метаболического аци­
доза, обусловленного повышенной АТФ-азной нагрузкой.
Но прежде чем перейти к использованию экзогенного сукцината 
на уровне организма, следовало ответить на вопрос, может ли экзоген­
ный сукцинат проникать в неповрежденные живые клетки и включать­
ся в метаболические превращения, или множество описанных эффек­
тов сукцината не имеют никакого отношения к его участию в энергети­
ческом обмене, как об этом писал А. В. Благовещенский (1968).
Глава 4. Окисление экзогенного сукцината 
в тканях животных и человека
4.1. Активация дыхания сукцинатом -  признак 
повреждения наружной клеточной мембраны
Повышение содержания сукцината в тканях и появление его 
в крови в случае функционирования митохондрий в анаэробных усло­
виях (П. Хочачка, Дж. Сомеро, 1977, 1988; H. Taegtmeyer, 1978, 1984;
О. И. Писаренко, В. Н. Хлопков, Э. К. Рууге, 1986; О. И. Писаренко,
Е. С. Соломатина, И. М. Студнева, 1987; Е. И. Маевский, Е. В. Гри­
шина, М. С. Окон и др., 1996) позволяют предположить, что сукцинат 
может окисляться тканями не только тогда, когда он образуется и на­
ходится в матриксе митохондрий, но и тогда, когда он попадает 
в кровь из участков аноксии и ишемии или поступает извне в составе 
пищи и лекарственных препаратов.
Среди физиологов и биохимиков бытует представление о том, 
что экзогенный сукцинат не проникает через неповрежденные кле­
точные мембраны (О. Walte, 1979) и поэтому не может подвергаться 
метаболическим превращениям в тканях. Действительно, если судить 
по способности экзогенного сукцината стимулировать дыхание тка­
невых препаратов, то следует признать, что ускорение дыхания в от­
вет на добавку сукцината наблюдается только при заметном повыше­
нии проницаемости клеточной мембраны для сукцината. В наших 
экспериментах неповрежденные клетки тимуса и свежевыделенные 
интактные кардиомиоциты крысы или культивируемые клетки почки 
свиньи при полярографической регистрации потребления кислорода 
не ускоряли дыхания после добавления 5 мМ сукцината. И напротив, 
дыхание поврежденных при выделении кардиомиоцитов сукцинат 
стимулировал более чем в 10 раз. Подобная же картина наблюдалась 
нами при рециркуляторной нормотермической перфузии изолирован­
ной почки собаки: внесение в перфузат 1 мМ сукцината повышало 
скорость дыхания в несколько раз только в том случае, если для пер­
фузии использовались эмульсии перфторорганических соединений, 
стабилизированные высокоактивными, способными повышать про­
ницаемость биологических мембран поверхностно-активными веще­
ствами -  плюроником F-68 или проксанолом 268 (Е. И. Маевский, 
А. С. Розенфельд, М. В. Вазагашвили и др., 1996).
Поскольку Кт сукцинатоксидазной системы интактных мито­
хондрий для сукцината составляет порядка 0,2 мМ, то для стимуля­
ции дыхания экзогенным сукцинатом необходимо, чтобы концентра­
ция сукцината внутри клетки достигала хотя бы 0,1 мМ. Если посту­
пающий в клетки сукцинат сразу утилизируется митохондриями, то 
для того чтобы концентрация сукцината внутри клетки достигла тако­
го уровня, требуется наличие повреждения клеточной мембраны. На 
основании изложенного ясно, что тест стимуляции дыхания сукцина­
том пригоден для оценки степени проницаемости и повреждения кле­
точной мембраны, но едва ли может быть критерием доступности эк­
зогенного сукцината для интактных клеток в условиях целостного ор­
ганизма.
4.2. Изотопный анализ превращений экзогенного 
сукцината в условиях целостного организма
В наших исследованиях проникающая способность сукцината 
оценивалась по появлению изотопной метки в условиях целостного 
организма после введения животным через рот радиоактивного 
2, 3-14С-сукцината (метка в положениях 2 и 3) или после приема чело­
веком сукцината, обогащенного стабильным изотопом 13С (в положе­
ниях 1 и 4).
О включении экзогенного сукцината в метаболические превра­
щения судили по распределению радиоактивной метки в виде 14С 
в тканях крысы и по появлению 14С 0 2 в выдыхаемом воздухе после 
введения животным меченого 2, 3-14С-сукцината аммония, содержа­
щего 10% меченого сукцината. Для того чтобы выявить распределе­
ние радиоактивных изотопов в тканях и в выдыхаемом воздухе, мече­
ный сукцинат вводили в желудок в дозе 15 мг на 1 кг массы тела. Вы­
дыхаемый воздух собирали через 10, 20 и 30 мин. Семь животных на­
ходились в покое. Десять крыс через 20 мин после введения 14С-сук- 
цината плавали с грузом весом 6% от массы тела. Груз в виде гирьки 
привязывали к хвосту. Плавание продолжалось 10 мин. Во время пла­
вания также собирали выдыхаемый воздух для определения метки 
в составе выдыхаемого С 0 2, который связывали путем пропускания
выдыхаемого воздуха через 10% КОН. Через 30 мин после введения 
сукцината животных декапитировали и гіерфузировали через аорту 
2 л охлажденного раствора Рингера, чтобы удалить кровь из тканевых 
сосудов. Содержание метки определяли в тканях печени, почек, серд­
ца, бедренной мышцы и цельной крови.
Как показано в табл. 17, у крыс даже в покое уже через 10 мин. 
в выдыхаемой углекислоте обнаруживается до 3,5% метки от введен­
ной дозы, а через 30 мин -  до 16%. При плавании животных с грузом 
изотоп 14С в выдыхаемом воздухе появлялся в значительно большем 
объеме (в 5-6 раз), чем в покое. Интересно, что у животных, 
у которых к хвосту была привязана гирька (без плавания), выделение 
радиоактивной метки наблюдалось в 3 раза интенсивнее. 
По-видимому, сказывалось волнение от самой процедуры прикрепле­
ния груза и нахождения в эксикаторе с гирькой на хвосте. Отсюда 
можно сделать вывод, что не только физическая нагрузка, но и волне­
ние сопровождается ускорением утилизации экзогенного сукцината.
Таблица 17
Содержание 14С в выдыхаемом воздухе у крыс в покое 
и после плавания при введении 2, 3-,4С-сукцината в желудок
Г руппа
Количество радиоактивного углерода, 
поглощенного щелочью из выдыхаемого воздуха
с 1-ю по 
10-ю мин, 
тыс. имп.
с 11-ю по 
20-ю мин, 
тыс. имп.
с 21-ю по 
30-ю мин,
ТЫС. ИМГІ.
всего за 30 мин












340 ±33,2  
Рі <0,01
301 ± 9 ,6
Плавание 
1806 ± 171 
Рі < 0,01
508 ± 52,3





Примечание, рі -  в сравнении с первой группой.
Радиоактивная метка в тканях животных распределялась нерав­
номерно: самая высокая концентрация метки обнаружена в печени. 
Существенно, что после плавания с грузом содержание І4С в тканях 
в 1,5-2 раза меньше, чем в покое (табл. 18). В обобщенном виде ре­
зультаты исследования с изотопной меткой приведены на рис. 23.
Таблица 18
Содержание 14С в тканях после введения крысам 
в желудок меченого 2, 3-14С-сукцината
Ткани
Содержание 14С
1-я группа(покой; гі = 7) 2-я группа (плавание; п = 10)














Печень 128 ±4,6 462,1 ± 13,9 15,0 60,0 ±3,1 216,5 ±11,0 6,9
Почки 66 ±2,7 80,0 ±3,2 2,5 41,9 ±2,2 50,3 ±2,6 1,6
Скелетные 15,3 ±2,0 614,0 ±79,8 19,7 7,9 ±0,9 317,0±  11,4 10,0
мышцы
Сердце 17,5 ±0,9 10,5 ±0,5 0,3 9,8 ± 0,5 5,9 ±0,3 0,2
Плазма 78,4 ±9,1 352,0 ±42,2 12,0 34,1 ±4,8 150,0 ±7,1 5,0
крови
Всего 1522 ±92,0 49,0 741,0±  97,1 23,7
Примечание. Во всех случаях при сравнении данных 1-й и 2-й групп различия 
статистически значимы при р < 0,01.
100-
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Рис. 23. Распределение 14С в тканях и в выдыхаемом воздухе через 
30 мин после введения крысам через рот 2, 3-14С-сукцината аммония 
в покое и при нагрузке:
ШІ -  содержание 14С в выдыхаемом воздухе; Ш  -  содержание ,4С в тканях
Из приведенных данных можно сделать вывод, что экзогенный 
сукцинат после введения его в желудок достаточно быстро проникает 
в кровь и в ткани, где включается в энергетический обмен. Интенсив­
ность всасывания и окисления введенного сукцината многократно 
возрастает при эмоциональной и тем более при физической нагрузке 
подобно тому, как это происходит с экзогенной глюкозой (H. Н. Яков­
лев, 1974).
Кинетику выведения стабильного изотопа 13С с выдыхаемой уг­
лекислотой определяли масс-спектрометрически после приема добро­
вольцем глюкозы и сукцината, обогащенных стабильным изотопом 
13С. Выдыхаемый воздух в объеме 150 мл собирали каждые 15 мин 
в течение 120 мин, а затем каждые 30 мин в течение 120 мин. Иссле­
дование было выполнено в лаборатории масс-спектрометрического 
мониторинга Института биохимии и физиологии микроорганизмов 
РАН А. М. Зякуном.
С помощью масс-спектрометрического анализа было установле­
но, что у человека после приема натощак через рот 20  мг сукцината 
аммония, обогащенного стабильным изотопом 13С, метка в составе 
выдыхаемой углекислоты появляется намного быстрее, чем после 
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Рис. 24. Выведение 13С с выдыхаемым С 0 2 после приема 20 мг 
сукцината аммония или 20 мг глюкозы, обогащенных изотопом 13С
Заметим, что S. Rous в 1978 г. обнаружила очень быстрое вклю­
чение в липиды изотопа из введенного внутрибрюшинно меченно­
го по тритию сукцината. Однако при использовании в качестве изо­
топной метки 3Н появляется опасение, что включение изотопа в ана­
лизируемые метаболиты происходит не только через метаболические 
превращения, осуществляемые ферментами, но и через воду, с кото­
рой, как известно, многие субстраты могут обмениваться атомами во­
дорода при определенных условиях. Поэтому мы предпочли исполь­
зовать в качестве метки изотоп углерода.
Поскольку в наших экспериментах экзогенный сукцинат вво­
дился через желудочно-кишечный тракт, можно было предположить, 
что некоторая часть сукцината утилизируется микроорганизмами, на­
селяющими кишечник. Однако обитающие в кишечнике у людей 
и животных микроорганизмы и паразиты относятся к факультатив­
ным и облигатным анаэробам. Именно поэтому, находясь в анаэроб­
ных условиях, они скорее образуют и выделяет сукцинат в качестве 
конечного продукта метаболизма, чем утилизируют экзогенный сук­
цинат. Иными словами, экзогенный сукцинат в анаэробных условиях 
не подвергается превращениям, так как является одним из конечных 
продуктов окислительно-восстановительных реакций (П. Хочачка, 
Дж. Сомеро, 1977, 1988).
Таким образом, сопоставление полученных экспериментальных 
результатов с данными, представленными в литературе, свидетельст­
вует о том, что у животных и человека экзогенный сукцинат проника­
ет из желудочно-кишечного тракта в кровь и в ткани, где окисляется 
до С 0 2, который выводится с выдыхаемым воздухом. Изложенное да­
ет основание использовать экзогенный сукцинат в качестве средства 
метаболической поддержки, например в составе пищевых добавок, 
и вводить его в комплекс средств метаболитной терапии.
Глава 5. Особенности реакций дыхательной 
цепи митохондрий при гипоксии 
и метаболическом ацидозе
5.1. Активация фосфорилирующего дыхания 
митохондрий после острой гипоксии
Разработка и оценка эффективности средств, способствующих 
поддержанию и сохранению фосфорилирующего дыхания митохонд­
рий в условиях рабочей гипоксии и развития метаболического ацидоза, 
требуют выявления различий в состоянии митохондрий в нормокси- 
ческих и гипоксических условиях и понимания основных механизмов, 
ответственных за наблюдаемые отклонения в реакциях. В условиях 
гипоксии митохондрии, клетки, ткани не теряют связи с регуляторны­
ми системами организма и функционируют как открытая система с ин­
тенсивным массообменом, ограниченным притоком кислорода, в окру­
жении цитозоля с более кислым pH и повышенной концентрацией лак­
тата, фосфата и ионов кальция (A. C. Schoolwerth, Т. Strzelecki,
F. A. Gesek, 1989; K. Drewnowska, A. C. Schoolwerth, 1994).
В настоящее время установлено, что гипоксические состояния 
сопровождаются обратимыми нарушениями структуры и функций 
митохондрий. Причем после острой гипоксии независимо от ее гене- 
за, как правило, наблюдается активация фосфорилирующего дыхания 
изолированных митохондрий (Е. И. Маевский, 1971; А. М. Генкин,
H .A . Глотов, Е. И. Маевский, 1973; М. Н. Кондрашова, Е. И. Ма­
евский, Г. В. Бабаян, 1973; L. Mela, 1979). Постгипоксическую акти­
вацию митохондрий печени, сердца и коркового слоя почек мы отме­
чали после острой гипоксической гипкосии (нахождение животных 
в течение 15-60 мин в барокамере на «высоте» 8000 м), после мас­
сивной кровопотери, возмещенной аутокровью или эмульсией пер- 
фгорорганических соединений, после острой этаноловой интоксика­
ции. Для примера приведем данные по изменению дыхания митохон­
дрий печени крыс, перенесших 30-минутную гипоксическую гипок­
сию. Как показано на рис. 25, скорость дыхания митохондрий печени 
в 3-м состоянии увеличивалась более чем на 45% (р < 0,05), в 4-м сос­
тоянии -  в меньшей степени, соответственно возрастала величина
дыхательного контроля. При этом отношение АДФ/О оставалось не 
измененным. В более поздние сроки -  через 2 ч пребывания живот­
ных на «высоте» 8000 м, так же как и при адаптации животных к хро­
нической гипоксической гипоксии, активации дыхания митохондрий 
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Рис. 25. Скорости дыхания митохондрий печени крыс при окислении 
сукцината после 60 мин гипоксической гипоксии (добавки: 200 мкМ 
АДФ, 5 мМ сукцината; «модификаторы среды»: ЭГТА ІмМ или 
обезжиренный бычий альбумин 1 мг / мл): 
нормоксия; —  острая гипоксия; —  острая гипоксия + модификатор среды
На основании анализа, выполненного in vivo и in vitro, мы вы­
явили следующие факторы, вызывающие активацию дыхания мито­
хондрий после острой гипоксии:
1 . Гормональное воздействие на уровне ткани, возможно, свя­
занное с гипоксическим стрессом. Подобная гипоксии активация ды­
хания наблюдалась после подкожного введения малых доз адренали-
на (0,1 мг на 1 кг веса) (М. N. Kondrashova, 1. В. Gusar, E. I. Maevsky 
et al., 1981) и в случае спонтанно увеличенной продукции глюкокор- 
тикоидов в коре надпочечников (А. М. Генкин, H .A . Глотов, 
Е. И. Маевский, 1973; Г. Г. Вольский, J1. М. Осадчая, 1976; В. И. Ку- 
линский, В. М. Воробьева, J1. В. Труфанова, 1977).
2. Уменьшение иіавелево-уксусного торможения сукцинат-дегид- 
рогеназы, очевидно, обусловленное повышением степени восстанов­
ленности пиридиннуклеотидов после гипоксии. Обычно в условиях 
нормоксии внесение в инкубационную среду 3 мМ глутамата или изо­
цитрата стимулирует окисление сукцината даже в митохондриях ин- 
тактных животных и тем более в случае деэнергизации, вызванной ка­
кими-либо нагрузками in vivo или in vitro (А. Д. Виноградов, 1967; 
М. Н. Кондрашова, 1971). Оказалось, что после острой гипоксии ни глу­
тамат, ни изоцитрат не вызывали дополнительной активации дыхания 
выделенных митохондрий (см. рис. 25) (М. Н. Кондрашова, Е. И. Ма­
евский, Г. В. Бабаян, 1973; E. I. Maevsky, N. N. Bmstovetsky, 1981).
3. Мобилизация ионов кальция и свободных жирных кислот. До­
бавление в среду выделения и инкубации комплексообразователей 
1 мМ ЭГТА или ЭДТА либо обезжиренного бычьего альбумина (1 мг 
на 1 мл среды) существенно уменьшало постгипоксическую актива­
цию дыхания, так же как у животных, перенесших Холодовой стресс 
(H. Н. Брустовецкий, Е. И. Маевский, J1. С. Данилова и др., 1984; 
H. Н. Брустовецкий, Е. И. Маевский, 1986; N. N. Brustovetsky,
E. I. Maevsky, S. G. Kolaeva et al., 1985; N. N. Brustovetsky, E. I. Maevsky, 
1986). Как ясно из работ последних лет, постгипоксическое повыше­
ние содержания в цитозоле клетки и матриксе митохондрий ионов 
кальция может существенно увеличивать проток через цикл Кребса 
даже на фоне повышенного уровня восстановленности NADH за счет 
активирующего воздействия ионов кальция на а-кетоглутаратдегид- 
рогеназу (A. C. Schoolwerth, Т. Strzelecki, F. A. Gesek, 1989; 
K. Drewnowska, A. C. Schoolwerth, 1994).
4. Активация фосфолипазы A2. Ингибитор фосфолипазы А2 
бромфенацилбромид, добавленный в инкубационную среду в кон­
центрации 1 мМ, также уменьшал постгипоксическую активацию ды­
хания митохондрий (H. Н. Брустовецкий, Е. В. Гришина, Е. И. Ма­
евский, 1989; H. Н. Брустовецкий, 3. Г. Амерханов, Е. В. Гришина 
и др., 1990).
5. Набухание митохондрий после острой гипоксии. Данное яв­
ление отмечалось во множестве морфологических исследований 
(К. С. Митин, 1967). В лаборатории В. П. Скулачева было установле­
но, что набухание митохондрий сопровождается ускорением переноса 
восстановительных эквивалентов на уровне цитохромов Ь-с 
(И. П. Красинская, И. С. Литвинов, С. Д. Захаров и др., 1989). Повы­
шение тоничности среды в таких условиях приводит к сжатию мито­
хондрий и подавлению дыхания (Н. Н. Брустовецкий, 3. Г. Амерха- 
нов, Е. В. Гришина и др., 1990; N. N. Brustovetsky, М. Klingenberg, 
1996). Причем ответ на повышение тоничности среды зависит от ис­
ходной степени набухания митохондрий. Оказалось, что для полного 
подавления ответа митохондрий печени на АДФ у интактных живот­
ных достаточно повысить тоничность среды добавкой сахарозы до 
500 мОсм, тогда как после острой гипоксии для подавления Ѵ3 необ­
ходимо повысить тоничность до 700 мОсм.
Активация фосфолипазы А2 и набухание митохондрий после 
гипоксии могут быть следствием воздействия повышенных концен­
траций свободных жирных кислот и ионов кальция (Ю. В. Евтодиен- 
ко, 1979), увеличения внутримитохондриальной концентрации каль- 
цийфосфата и недоокисленных субстратов.
Относительно влияния сдвига pH и повышения концетрации 
лактата в ткани как факторов, вносящих свой вклад в постгипоксичес- 
кую активацию фосфорилирующего дыхания, далеко не все ясно. 
С одной стороны, известно, что значительное, в несколько раз по 
сравнению с физиологическим уровнем, увеличение концентрации 
лактата независимо от величины pH может вызывать набухание ми­
тохондрий, сопровождающееся активацией дыхания и разобщением 
окислительного фосфорилирования (H. Senger, 1975). С другой сто­
роны, при вышеперечисленных состояниях, в частности при гипокси- 
ческой гипоксии, содержание лактата возрастает всего в 1,5- 2 раза 
и величина сдвига pH не превышает 0,1—0,15 ед.
В экспериментах in vitro мы обнаружили, что для активирования 
дыхания необходимо снизить pH инкубационной среды по крайней 
мере с 7,4 до 6,9. Особенно заметна такая активация на уровне гомо- 
гената(табл. 19).
Таблица 19
Влияние снижения pH инкубационной среды на скорости дыхания 
при окислении сукцината (5 мМ) гомогенатом сердца крысы 





в 4-м состоянии, 
нг-атом О / (мин • мг белка)
Скорость дыхания 
в 3-м состоянии, 
нг-атом О / (мин • мг белка), 
в присутствии 2,5 мМ Mg^, 
2,5 мМ АТР
7,4 16,2 ±1,2 67,0 ± 2,7
6,9 25,4 ±2,1 81,1 ±3,2
р<  0,001 р < 0,05
Далее мы промоделировали подобный сдвиг pH в условиях цело­
стного организма. По данным К. Sahlin (1978), сдвиг внутриклеточного 
pH на 0,5-0,6 ед. при мышечной работе сопровождается снижением pH 
в смешанной крови на 0,2 ед. Оказалось, что такой сдвиг pH крови 
с 7,41 ±0,01 до 7,17±0,02 происходит у крыс во время плавания с гру­
зом в течение 15 мин. Одновременно при этом возрастает концентра­
ция лактата в крови и увеличивается отношение лактат/пируват 
с 13,1+0,7 до 54,4±2,2. В митохондриях скелетных мышц, выделенных 
из бедренных мышц крыс, после такой нагрузки наблюдалась гипок- 
сииподобная активация фосфорилирующего дыхания (табл. 20).
Таблица 20
Дыхание митохондрий скелетных мышц крыс после плавания 




исследований ѵ 4 Ѵ3 д к АДФ/О Ѵф
1 2 3 4 5 6 7
Субстрат окисления:
сукцината 5 мМ  + глутамата 8 мМ
1 Покой (п = 6) 73 ±7,1 324±30,0 4,54±0,39 1,00 ±0,09 331 ±31,3
2 Нагрузка 123 ± 17,4 440±34,6 3,73±0,37 1,07 ±0,09 457±45,5
(п = 8) р < 0,05 р < 0,05 р < 0,05
Окончание табл. 20
1 2 3 4 5 6 7
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а 10 мМ  + м
206 ±20,8  
290 ±18,0  















1. Ѵ4 и Ѵ3 -  скорости дыхания митохондрий в 4-м и 3-м состояниях по Чансу -  
Вилямсу, нг-ат О / (мин • мг белка митохондрий); Ѵф -  скорость фосфорилирования до­
бавленного АДФ, нмоль / (мин • мг белка); р -  при сравнении с показателями покоя.
2. Среда выделения для митохондрий скелетных мышц; 0,25 М маннит, 10 мМ 
трис-НСІ буфер (pH = 7,4), 1 мМ ЭІТА, 1 мМ АТФ. Инкубационная среда: 0,25 М ман- 
ниг, 10 мМ трис-НСІ буфер (pH = 7,4), 1 мМ ЭГТА, 3 мМ КН2РО4, 1 мМ MgS04; добав­
ки субстратов по 5 мМ, АДФ -  150 мкМ.
Естественно, в условиях целостного организма активирующее 
действие рабочей гипоксии на дыхание митохондрий скелетных 
мышц является результатом влияния всех указанных выше факторов, 
а не только сдвига pH и накопления лактата. Тем более было интерес­
но проверить, в какой мере теоретические предпосылки использова­
ния сукцината, основанные на митохондриальных подходах, могут 
работать на уровне целостного организма.
5.2. Купирование сукцинатом ацидоза 
при рабочей гипоксии (физической нагрузке)
Суммируем кратко аргументы, которые послужили обосновани­
ем для использования экзогенного сукцината в качестве средства ку­
пирования метаболического ацидоза при рабочей гипоксии.
Из всех митохондриальных субстратов при фиксированной 
АТФ-азной нагрузке in vitro наиболее эффективно предотвращали 
развитие ацидоза сукцинат калия, смесь сукцината калия с глутама- 
том калия или сукцинат аммония. На уровне изолированных мито­
хондрий в обычных нормоксических условиях, судя по изменению 
дыхательного коэффициента RQ, сукцинат выигрывает конкуренцию 
за дыхательную цепь у NAD-зависимых субстратов, а при снижении 
р0 2 в инкубационной среде изменение сродства митохондрий 
к субстратам таково, что преимущество сукцината становится еще 
более выраженным. В условиях гипоксии на уровне клеток, срезов 
тканей и перфузируемого органа в дыхательной цепи митохондрий 
полностью восстанавливаются пиридиннуклеотиды и сохраняется 
достаточно высокая окисленность флавопротеидов. Возможно, по­
этому в первую очередь нарушается окисление NAD-зависимых суб­
стратов, а флавин-зависимые субстраты, в частности сукцинат, могут 
еще окисляться. По-видимому, с таким избирательным окислением 
связано почти двукратное снижение содержания сукцината в печени 
крыс после 15-минутной гипоксической гипоксии (Е. И. Маевский, 
1971). Наконец, наличие у экзогенного сукцината способности про­
никать в ткани целостного организма и окисляться в них позволяет 
вводить его в эксперименте на животных через желудочно-кишечный 
тракт.
На уровне целостного организма противоацидотическое дейст­
вие сукцината проверяли в условиях рабочей гипоксии, создаваемой 
физической нагрузкой (плавание крыс в течение 15 мин при темпе­
ратуре воды 30 °С с грузом весом 6% от массы тела). За 20 мин до 
плавания животным вводили в желудок исследуемый препарат: сук­
цинат натрия, глутамат натрия или смесь сукцината натрия и глута- 
мата натрия из расчета 25 мг каждого препарата на 1 кг массы тела 
животного.
Как показано на рис. 26, наиболее эффективное купирование 
метаболического ацидоза наблюдалось после введения смеси сукци­
ната с глутаматом, подобно тому как это было отмечено на изолиро­












Рис. 26. Влияние предварительного введения сукцината натрия, 
глутамата натрия и смеси сукцината натрия с глутаматом натрия на 
кислотно-основное состояние крови крыс при плавании с грузом:
ZZ плавание; Н  -  плавание + сукцинат Na; S  -  плавание + глутамат Na;
Э  -  плавание + сукцинат Na + глутамат Na
Поскольку в экспериментах in vitro сукцинат аммония был еще 
эффективнее, чем смесь сукцината с глутаматом, мы решили прове­
рить его действие и на уровне целостного организма. Сукцинат аммо­
ния вводили животным в желудок в дозе 15 мг на 1 кг массы тела 
(т. е. почти в три раза меньше, чем суммарная доза сукцината Na 
и глутамата Na) за 20 мин до плавания с грузом. Сукцинат аммония 
на уровне целостного организма оказывал также более сильное про- 
тивоацидотическое действие, как и в экспериментах in vitro (рис. 27).
В случае введения животным перед плаванием сукцината аммо­
ния pH крови снижалось в меньшей степени (до 7,28±0,14), отноше­
ние лактат/пируват не превышало 28±1,4. Причем противоацидотиче- 
ское действие сукцината аммония на уровне крови сопровождалось 
нормализацией параметров фосфорилирующего дыхания митохонд­
рий, выделенных из скелетных мышц: практически полностью ликви­
дировалась посленагрузочная активация дыхания (см. табл. 2 0 ).
pH крови СБО, Лактат
Рис. 27. Влияние предварительного введения сукцината аммония на 
pH крови (а), величину сдвига буферных оснований (б) и отношение 
лактат/пируват (в) в крови крыс после 15-минутного плавания:
ЛИ покой; Ш  -  плавание; Ш  -  плавание + сукцинат аммония
Данные о влиянии сукцината аммония на выносливость крыс 
впервые в кратком виде были опубликованы в 1976 г. в сборнике ста­
тей «Терапевтическое действие янтарной кислоты» и позже более де­
тально изложены А. С. Розенфельдом (1983). В последние годы эти 
результаты были подтверждены А. В. Сучковым, В. В. Панюшкиным, 
С. Н. Португаловым (1997), которые показали, что введение сукцина­
та аммония в дозе 0,25-1,0 г на 1 кг веса существенно повышало фи­
зическую работоспособность мышей-самцов. При этом активность 
препаратов в ряду возрастала так же, как и в наших исследованиях: 
фармокопейная янтарная кислота < сукцинат натрия < сукцинат ам­
мония. Полученные нами данные и результаты исследований А. В. Суч­
кова, В. В. Панюшкина, С. Н. Португалова (1997), М. Ю. Алексеева 
(1977) позволяют сделать вывод о том, что в условиях целостного ор­
ганизма экзогенный сукцинат способен повышать работоспособность 
животных, очевидно, за счет уменьшения симптомов рабочей гипок­
сии, в частности глубины посленагрузочного ацидоза, так же, как и на 
уровне изолированных тканевых препаратов.
5.3. Влияние приема сукцината на кислотно-основную 
систему крови спортсменов при физических нагрузках
5.3.1. Реакция кислотно-основной системы крови 
спортсменов на физическую нагрузку
Результаты анализа причин развития метаболического ацидоза 
при АТФ-азных нагрузках и исследование подходов к субстратной 
поддержке кислотно-основной системы в модельных экспериментах 
in vitro и in vivo дали основание приступить к изучению возможности 
использования препаратов сукцината у спортсменов, у которых в про­
цессе спортивного развития и постоянных интенсивных физических 
нагрузок состояние метаболического ацидоза и рабочей гипоксии -  
обычное явление.
Предварительные материалы доклинических испытаний препа­
ратов сукцината натрия и янтарной кислоты были представлены 
в фармакологический комитет Минздрава СССР Институтом биоло­
гической физики РАН совместно с клиникой грудной хирургии, руко­
водимой академиком Н. М. Амосовым. Непосредственно документа­
ция для фармкомитета и опытная партия таблетированных препаратов 
были изготовлены благодаря энтузиазму и огромным усилиям 
М. Н. Кондрашовой, В. И. Малюка и И. Р. Саакян. В ноябре 1972 г. 
было получено первое в СССР разрешение на испытание препаратов 
янтарной кислоты на добровольцах. Следует заметить, что янтарная 
кислота и сукцинат аммония как лекарственные препараты, правда по 
иным показаниям, упоминаются в качестве лекарственных средств 
еще в «Императорской фармакопее», изданной в 1887 г. в Санкт-Пе­
тербурге.
По мере роста спортивного мастерства системы физиологиче­
ской и биохимической адаптации обеспечивают приспособление ор­
ганизма спортсмена таким образом, что он сможет переносить ацидоз 
или уменьшать его развитие (Н. Н. Яковлев, 1978; К. Sahlin,
A. Alvestrand, R. Brandtet et al., 1978; Ф. Д. Голлник, Л. Германсен, 
1982; Н. А. Фомин, 1995). Однако систематических исследований, 
в которых эти процессы были бы проанализированы не фрагментар­
но, а в такой мере, чтобы послужить критерием оценки состояния
спортсмена и эффективности противоацидотических мероприятий, 
в частности приема субстратов, окисляющихся в митохондриях, в ли­
тературе нет.
В наших исследованиях под наблюдением в течение года нахо­
дились 66 спортсменов разной квалификации и 26 нетренированных 
добровольцев, ежемесячно выполнявших тестирующие велоэргомет- 
рические (ВЭ) нагрузки: фиксированные по мощности на уровне 70 - 
75% максимального потребления кислорода и предельные ступенча­
тые нагрузки до отказа (Ф. Дж. Нейгел, 1982). В ходе исследований 
pH капиллярной крови измеряли микрометодом Аструпа на пике 
спортивной формы. Кросс -  умеренная аэробная нагрузка при частоте 
пульса 110-120 уд./мин. ВЭ стандартная нагрузка мощностью 300 Вт 
выполнялась в течение 3 мин. ВЭ нагрузка до отказа -  ступенчатая 
нагрузка с шагом 50 Вт по минуте с возрастающей мощностью на ка­
ждой ступени до отказа спортсмена от работы при высокой мо­
тивации.
Нами было проанализировано изменение параметров кислотно­
основного состояния крови в течение годичного тренировочного цик­
ла у спортсменов разного квалификационного уровня: I, II, III разря­
дов и мастеров спорта. Обследование спортсменов при обычных тре­
нировочных нагрузках и велоэргометрическом тестировании показа­
ло, что с ростом спортивного мастерства уменьшается глубина по- 
сленагрузочного ацидоза на стандартные нагрузки (рис. 28).
Уменьшение посленагрузочного ацидоза сростом тренирован­
ности связано с активацией аэробных окислительных процессов в тка­
нях, о чем свидетельствует уменьшение величины СБО более чем на 
60%. Адаптация к аэробным нагрузкам происходила быстрее и эф­
фективнее, чем к анаэробным. Так, при кроссовых нагрузках, выпол­
няемых с частотой сердечных сокращений 1 1 0 - 1 2 0  уд./мин, мы обна­
ружили в группе мастеров спорта развитие умеренного дыхательного 
алкалоза (pH = 7,44 ± 0,009) вместо ацидоза. У перворазрядников зна­
чения параметров КОС не отличались от показателей, зафиксирован­
ных в состоянии покоя. У второразрядников развивался небольшой 
ацидоз (pH = 7,34 ± 0,008).
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Рис. 28. Изменение диапазона реактивности кислотно-основной 
системы (dKOC) крови спортсменов по мере роста спортивного
мастерства:
LH -  кросс; Ш  -  ВЭ нагрузка стандартная; Eü - ВЭ нагрузка до отказа
При адаптации к анаэробным нагрузкам наблюдалось одновре­
менное повышение интенсивности физической работы с развитием 
способности спортсменов переносить более глубокий ацидоз. Именно 
поэтому в отличие от стандартных и тренировочных нагрузок после 
соревнований в беге на средние дистанции, во время которых нагруз­
ка выполняется с максимально возможной интенсивностью, глубина 
ацидоза больше у  спортсменов высшей квалификации. Так, у масте­
ров спорта после бега на дистанцию 1500 м величина pH снижалась 
до 7,07 ± 0,012, а у второразрядников -  только до 7,22 ± 0,014.
Таким образом, по мере функционального развития спортсменов 
наряду с уменьшением ацидоза при стандартных ВЭ нагрузках и даже 
развитием дыхательного алкалоза после кросса умеренной интенсив­
ности величина ацидоза после максимальных соревновательных нагру­
зок возрастает. Поэтому мы пришли к выводу, что функциональное со­
стояние спортсменов лучше оценивать не при каких-либо отдельных 
видах нагрузок, а по величине диапазона реактивности КОС крови пу­
тем сопоставления реакций на умеренные, фиксированные субмакси- 
мальные и максимальные по мощности нагрузки. Под диапазоном ре­
активности КОС мы понимаем разность между отклонением pH при 
предельной работе (велоэргометрическая ступенчатая нагрузка до от­
каза или соревнования в беге на средние дистанции) и величиной pH 
после стандартной, умеренной по мощности аэробной нагрузки (фик­
сированная велоэргометрическая нагрузка или кросс при пульсе 1 1 0 — 
1 2 0 уд./мин): ДКОС= р Н ^ анаэроб -  рНстанд.аэроб- Входе адаптации ор­
ганизма к нагрузкам величина ДКОС градуально возрастает 
(см. рис. 28).
Таким образом, анализ полученных данных по реакциям КОС 
крови испытуемых на предъявляемые нагрузки позволил выявить чув­
ствительный функциональный критерий, который мы назвали диапазо­
ном реактивности КОС. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что в процессе спортивного развития по мере адаптации организма 
к нагрузкам А КОС возрастает от 0,14 ед. pH у спортсменов 11 разряда 
до 0,55 ед. pH у мастеров спорта международного класса. Расширение 
А КОС обусловлено уменьшением кислотного сдвига pH при стандарт­
ной нагрузке и увеличением глубины ацидоза, при котором спортсмен 
способен выполнять предельную нагрузку до отказа (см. рис. 28).
5.3.2. Влияние сукцината на кислотно-основную систему 
крови у спортсменов при физических нагрузках
Обследовалось 5 групп добровольцев: 8 студенток из группы 
общефизической подготовки; 7 второразрядниц и 9 перворазрядниц, 
выполнявших дозированную ВЭ работу мощностью 75 Вт в первые 
3 мин, 125 Вт в последующие 3 мин и 175 Вт в течение последних 
2 мин; 6 мужчин и 6 женщин (мастеров спорта), выполнявших более 
интенсивную ВЭ работу мощностью 300 Вт в течение 3 мин. У всех 
в результате выполнения дозированной ВЭ нагрузки развивался мета­
болический ацидоз различной глубины (табл. 2 1 ).
Эффективность действия предварительного приема смеси сук­
цината Na и глутамата Na (по 35 мг на 1 кг массы тела) зависела от 
мощности выполняемой нагрузки и от функционального состояния 
организма. Так, ацидоз уменьшался лишь в группе спортсменов 
II разряда. Недостаточный уровень физической подготовки студентов 
из группы общефизической подготовки не мог быть существенно по­
вышен с помощью экзогенных субстратов. Отсутствие действия пре­
паратов у перворазрядников, возможно, было связано с малым ацидо- 
тическим отклонением, которое достаточно полно компенсировалось 
собственными механизмами коррекции КОС.
Влияние однократного приема смеси сукцината Na и глутамата Na 







































































































1 -4,4±  
± 0,6




1 0,32 ± 
±0,55












9 Мастера спорта. 
Работа мощностью 
300 Вт в течение 
















300 Вт в течение 





1 -9,8 ± 
±0,4



















1. Цифровой индекс при среднем значении указывает номер группы, с которой 
проводится сравнение (р < 0,05).
2. СГ -  смесь сукцината Na и глутамата Na.
При более интенсивной работе мощностью 300 Вт и длитель­
ностью 3 мин смесь сукцината Na и глутамата Na оказывала выражен­
ный противоацидотический эффект как у мастеров спорта, так 
и у малотренированных добровольцев. При этом частота сердечных со­
кращений снижалась у испытуемых обеих групп в среднем на 
25 уд./мин (р < 0,05).
После однократного приема сукцината аммония (СА) в дозе 
20-25 мг на 1 кг массы тела глубина ацидоза в ответ на стандартную 
нагрузку мощностью 300 Вт и длительностью 3 мин существенно 
уменьшалась (табл. 22). В последующих исследованиях вместо смеси 
сукцината Na и глутамата Na мы использовали аммониевую соль ян­
тарной кислоты. Причем доза сукцината аммония была в 3-3,5 раза 
меньше, чем суммарная доза сукцината натрия и глутамата натрия.
В случае выполнения ступенчатой ВЭ работы до отказа предва­
рительный прием СА способствовал увеличению общей работоспо­
собности на 31%, при этом величина посленагрузочного ацидоза воз­
растала незначительно.
В группе спортсменов, находящихся на обследовании во врачеб­
но-физкультурном диспансере, мы сравнивали изменение величины 
КОС крови после приема разных доз сукцината аммония (табл. 23). 
Оказалось, что при ежедневном ВЭ тестировании без приема сукцина­
та аммония на второй день у спортсменов при ступенчатой ВЭ работе 
до отказа наблюдалось падение работоспособности по сравнению 
с первым днем при неизменно высоком содержании лактата. Одно­
кратный прием сукцината аммония в дозе 2  мг на 1 кг веса препятство­
вал падению работоспособности у спортсменов на второй день обсле­
дования, но при этом концентрация лактата в крови возрастала. Прием 
20  мг сукцината аммония на 1 кг веса также способствовал сохране­
нию работоспособности во второй день обследования. При этом на­
блюдалось два вида ответной реакции на нагрузку. У части спортсме­
нов содержание лактата в крови возрастало так же, как после приема 
малой дозы сукцината аммония, а у остальных снижалось.
Ежедневный прием сукцината аммония в течение 10 дней в дозе 
20  мг на 1 кг веса способствовал увеличению общей работоспособно­
сти на 31% и повышению максимального потребления кислорода на 
14%. При этом в группе спортсменов, получавших сукцинат аммония,
вместо ожидаемого улучшения показателей КОС крови наблюдалось 
дальнейшее углубление ацидоза (табл. 24).
Таблица 22
Влияние однократного приема сукцината аммония перед 
велоэргометрической нагрузкой на ответную реакцию 




























2 Покой после 












ностью 300 Вт 
в течение 
3 мин (п = 8 )
* 7 Л ±
± 0,012
1 - 1 1,1± 
±0,9








ностью 300 Вт 
в течение 
3 мин ± СА 
(п = 8 )
3 7,29± 
±0,016








5 Ступенчатая 1 7,21 ± 1 -14,6± 1 8,87 ± '0,29± 7,24 ± 11625±
нагрузка до 
отказа (п = 8 )
±0,016 ±1,03 ±0,31 ± 0,01 ±0,28 ±297
6 Ступенчатая 2 7,19± 2-15,2± 2 9,12± 2 0,30± 7,16± 15305±
нагрузка до 
отказа ± С А 
(п = 8 )
± 0 ,012 ± 1,2 ±0,33 ± 0,01 ±0,29 ±407
Примечание. Цифровой индекс при среднем значении указывает номер группы, 
с которой проводится сравнение (р < 0,05).
Однако величина отношения лактат/пируват после приема сук­
цината аммония уменьшилась, что свидетельствует об увеличении 
вклада аэробных окислительно-восстановительных процессов в энер­
гообеспечение физической работы.
Изменение работоспособности и содержания лактата в крови 
у спортсменов при повторной ступенчатой ВЭ нагрузке до отказа 
во второй день обследования при однократном приеме 
двух разных доз сукцината аммония
№





1 Первый день. ВЭ нагрузка без 
СА (п = 27)
100 7,1 ± 0,5
2 Второй день. ВЭ нагрузка без 
СА (п = 9)
73 ± 5
р, < 0 ,0 2
6,9 ± 0,4
3 Второй день. ВЭ нагрузка + 
+ 2 мг СА на 1 кг массы тела 
(п = 9)
98 ± 7 10,9 ± 1,6 
Р <  0,05 (1 ,2 )
4 Второй день. ВЭ нагрузка + 
+ 20 мг СА на 1 кг массы тела 
(п = 4)
102 ± 9 9,2 ± 0,8 
Р < 0,05 (1 ,2 )
5 Второй день. ВЭ нагрузка + 
+ 2 0  мг СА на 1 кг массы тела 
(п = 5)
99 ± 7 2,3 ± 0,4 
р< 0,05 (1 ,2 ,3 ,4 )
Примечание, р < 0,05 указано для групп, с которыми проводилось сравнение.
Итак, однократный и повторный в течение 10  дней прием сук­
цината аммония или однократный прием смеси сукцината натрия 
и глутамата натрия приводит к значительному повышению работо­
способности при повторных нагрузках до отказа, уменьшает падение 
pH при стандартных нагрузках и способствует сохранению работо­
способности в условиях более глубокого ацидоза. Таким образом, 
смесь сукцината натрия с глутаматом натрия и сукцинат аммония 
расширяют диапазон реактивности КОС крови при физических на­
грузках подобно тому, как это происходит при увеличении адаптаци­
онных возможностей спортсмена в процессе спортивного развития.
Естественно, что в условиях организма нельзя сводить эффекты 
сукцината только к метаболическим превращениям в митохондриях 
в качестве субстрата. Исходя из результатов, полученных нами и ря­
дом других исследователей, следует учесть наличие вазодилятацион- 
ного действия сукцината и его влияние на деоксигенацию гемоглоби­
на (А. С. Розенфельд, 1983). Нами было обнаружено, что в 10 раз 
меньшие, «досубстратные» дозы сукцината аммония (2  мг на 1 кг ве­
са) также оказывают выраженное действие на физическую работоспо­
собность, повышая ее на фоне более глубокого ацидоза, изменяя от­
ношение лактат/пируват. Эти эффекты нельзя было связать с прямым 
субстратным действием сукцината. Они могли быть обусловлены его 
влиянием на регуляторные механизмы нейроэндокринной системы 
(М. Н. Кондрашова, Е. И. Маевский, 1978).
Таблица 24
Ответная реакция кислотно-основного состояния крови спортсменов 
на предельную ступенчатую велоэргометрическую нагрузку 

















Контрольные группы (без приема СА)
1 Покой (п = 7) 7,40 ±0,008 -0,5 ±0,3 1,46± 1,2 0,13±0,1 -
2 ВЭ нагрузка 
(п = 7)
7,24±0,01 -9,6 ±0,4 7,20±0,29 0,15±0,01 8060±283
3 Покой после 
10 дн. трени­
ровки (п = 7)
7,39±0,007 -0,6±0,3 1,94 ±0,13 0,19±0,1
4 ВЭ нагрузка 7,19±0,012 - 1 1,7 ± 0 ,6 9,90 ±0,27 0,21 ± 0,1 8864±308




(с приемом СА во время 10 дней тренировок)
5 Покой (п = 8 ) 7,39±0,006 -0,3 ±0,3 1,62±0,13 0,14±0,01 -
6 ВЭ нагрузка 
( п - 8 )
7,23 ±0,011 -9,5 ±0,6 7,60±0,27 0,16±0,01 8294±299
7 Покой после 
10 дн. трени­
ровок + СА 
(п = 8 )
7,39±0,007 -0,5 ±0,4 1,25±0,13 0,19±0,01
8 ВЭ нагрузка 7,12±0,014 —15,2±0,9 12,30±0,29 0,30±0,01 11129±563
после 10 дн. Р б <  0,01 Рб < 0 , 01 р6 < 0,01 р6 < 0,01 р6 < 0,01
тренировок + 
+ СА (п = 8 )
Р4<0,01 р4 < 0,01 Р4 <0,01 р4 < 0,01 р4 < 0,01
Примечание. Цифровой индекс при р указывает номер группы, с которой прово­
дится сравнение.
Глава 6. Опосредованные механизмы 
действия сукцината на энергетический обмен 
в условиях целостного организма
Регуляция pH крови препаратами сукцината на уровне целост­
ного организма положительно сказывается на способности перено­
сить физические нагрузки. Однако высокая эффективность малых доз 
сукцината не может быть объяснена лишь с позиций участия экзоген­
ного сукцината в окислительно-восстановительных превращениях 
энергетического обмена. В связи с этим возник ряд предположений 
о возможном опосредованном действии экзогенного сукцината на 
энергетический обмен.
6.1. Влияние сукцината на оксигенацию тканей
В условиях организма уменьшение выраженности гипоксии и аци­
доза могло быть обусловлено несколькими механизмами. Во-первых, 
известно, что дикарбоновые кислоты обладают вазодилятационным 
действием (A. Р. Haiestrap, N. Т. Price, 1999). Во-вторых, мы предполо­
жили, что сукцинат может влиять на сродство гемоглобина к кислороду, 
подобно тому как влияют высокие концентрации лактата 
и 2, 3-дифосфоглицерата (Ф. И. Гиммерих, 1966; А. Уайт, Ф. Хендлер, 
Э. Смит и др., 1981). На «докислородных» и «гипоксических» этапах 
эволюции живой природы (А. Брода, 1980) сукцинат, как и лактат, на­
капливался в результате анаэробных превращений углеводов и амино­
кислот (М. Н. Кондрашова, Е. И. Маевский, 1978; П. Хочачка, 
Дж. Сомера, 1977, 1988). Именно поэтому можно было ожидать, что 
сукцинат аналогично лактату может сдвигать кривую диссоциации ок- 
сигемоглобина (НЮ 2) вправо. Для проверки этого предположения был 
поставлен эксперимент in vitro с целью выявления влияния сукцината 
натрия на дезоксигенацию НЬ02 крови, определяемую кулонометриче­
ски по методу И. М. Эпштейна (1977).
В электролизер конструкции И. М. Эпштейна помещали 0,2 мл 
цельной крови и вносили 10 мкл 0,02 М раствора сукцината аммония, 
чтобы конечная концентрация препарата составляла 1 мМ. Расчет 
строился на основании ранее показанных исследований с меченым
сукцинатом. Мы исходили из следующего: при введении сукцината 
в дозе 25 мг на 1 кг массы тела (в исследованиях А. В. Сучкова,
В. В. Панюшкина, С. Н. Португалова (1997) -  0,25-1,0 г на 1 кг массы 
тела) при объеме циркулирующей крови 6,5% от массы тела и гема- 
токрите 42% не менее 12% введенного сукцината обнаруживается 
уже через 30 мин. При дозе 25 мг на 1 кг массы тела это составляет 
0,5 мМ сукцината в литре плазмы крови (при дозах, использованных
А. В. Сучковым, 5 и 20 мМ сукцината в плазме после введения 
0,25 или 1,0 г сукцината аммония на 1 кг массы тела). Действительно, 
оказалось, что в присутствии 1 мМ сукцината аммония кривая срод­
ства НЬ к 0 2 существенно изменяется (рис. 29).
Рис. 29. Изменение кривой диссоциации НЬ02 при инкубации 
цельной крови с 1 мМ сукцината аммония в течение 20 мин 
(pH =7,4 при t = 37 °С):
— — кровь;  кровь в присутствии сукцината аммония; — * -  сдвиг при
закислении среды (эффект Бора)
Интересно, что в условиях целостного организма в смешанной 
капиллярной крови при регистрации оксигемограммы мы обнаружили 
более высокую степень оксигенации гемоглобина у добровольцев че­
рез 15 мин после приема сукцината. Географические исследования
показали, что после приема сукцината через 5-10 мин наблюдается 
улучшение венозного оттока. При этом обследуемые добровольцы 
отмечали преходящее ощущение притока крови к голове и мышцам 
и иногда гиперемию лица.
Возможно, именно лучшей перфузией мышц под влиянием сук­
цината и более эффективным вымыванием вследствие этого недо- 
окисленных продуктов обусловлено повышение работоспособности 
во время интенсивных нагрузок. При этом в крови наблюдался более 
резкий сдвиг pH и увеличение концентрации молочной кислоты (лак­
тата).
Таким образом, в действии экзогенного сукцината на уровне ор­
ганизма важным фактором может быть улучшение оксигенации тка­
ней за счет лучшей микроциркуляции крови и облегчения дезоксиге- 
нации Н Ь02, что способствует поддержанию окислительного фосфо­
рилирования и уменьшению падения pH при интенсивных нагрузках.
6.2. Опосредованное катехоламинами действие 
сукцината на энергетический обмен
При обследовании спортсменов мы обнаружили, что несубстрат­
ные малые дозы сукцината аммония (2  мг на 1 кг массы тела) способ­
ствуют сохранению работоспособности при повторных предельных но 
мощности тестирующих нагрузках (второй день ВЭ тестирования по­
сле однократного приема сукцината аммония), увеличению концен­
трации лактата в крови и приросту отношения лактат/пируват. Эти 
факты могли быть обусловлены влиянием малых доз сукцината аммо­
ния на регуляторные нейроэндокринные механизмы (В. М. Дильман,
В. Н. Анисимов, М. Н. Кондрашова, 1976; М. Н. Кондрашова, Е. И. Ма­
евский, 1978; М. N. Kondrashova, Е. 1. Maevsky, I. В. Gusar et al., 1980), 
и прежде всего на катехоламиновую систему, способствующую моби­
лизации углеводов и активации гликолиза в мышцах. Для проверки 
этого предположения мы исследовали на добровольцах влияние сук­
цината на экскрецию катехоламинов с мочой.
Добровольцы -  здоровые мужчины в возрасте 18-22 лет при­
нимали сукцинат аммония в виде водного раствора в двух дозах: 
2 и 20 мг на 1 кг массы тела. У обследуемых определяли величину 
диуреза в течение 2 ч до приема сукцината аммония и через 2  ч после
приема препарата (табл. 25). Концентрацию катехоламинов определя­
ли флуориметрически.
Таблица 25
Величина диуреза и экскреция с мочой адреналина и норадреналина 
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3 Прием 20 мг 
сукцината на 
1 кг веса 
(п = 4)
175 ±34 110±17 








* 2 0 ,6
4 Прием 20 мг 
сукцината на 
1 кг веса 
(п = 5)
122±29 226*28 
рн < 0,05 
Рі < 0,05 





Рн < 0,01 





рн <  0,01 
р, < 0,01
Рз <  0,05
Примечание. Цифровой индекс при р указывает группу, с которой проводится 
сравнение; р„ -  исходный уровень диуреза и концентрации катехоламинов.
Исследование уровня экскреции катехоламинов с мочой после 
приема сукцината аммония показало, что субстратные дозы сукцина­
та (20  мг на 1 кг массы тела) неоднозначно влияют на диурез 
и экскрецию катехоламинов. У одних людей они вызывают актива­
цию, а у других торможение диуреза и экскреции катехоламинов, 
особенно норадреналина. Мы разделили группу обследуемых по типу 
ответной реакции на сукцинат аммония. По крайней мере, в первом 
приближении можно отметить, что в случае исходно повышенного 
содержания в моче катехоламинов сукцинат подавляет диурез 
и экскрецию гормонов, а на фоне обычных показателей прием сукци-
ната способствовал повышению диуреза на 85% и в два раза увеличи­
вал концентрацию адреналина и норадреналина в моче. Малые, не­
субстратные количества сукцината аммония (2  мг на 1 кг массы тела) 
оказывали только стимулирующее действие на диурез и выброс кате­
холаминов, что, по-видимому, отражало сигнальное, в данном случае 
активирующее, воздействие, которое не могло не сказываться на со­
стоянии энергетического обмена организма.
6.3. Торможение ß-адреноблокатором стимулирующего 
действия введенного животным сукцината 
на митохондриях печени
Для того чтобы определить, в какой мере воздействие экзоген­
ного сукцината на энергетический обмен опосредовано катехолами- 
новой системой, мы попытались провести ингибиторный анализ с ис­
пользованием ß-адреноблокатора -  пропранолола, выпускаемого в ле­
карственной форме под названием «обзидан». В качестве объекта ис­
следований были взяты митохондрии печени крыс, получавших сук­
цинат аммония и обзидан (табл. 26). Выбор объекта исследования не 
был случайным: Ю. С. Ротенберг сообщил нам, что в ряде экспери­
ментов он наблюдал, как сукцинат, введенный животным, вызывает 
стимуляцию дыхания митохондрий печени. Позже мы воспроизвели 
этот результат (E. I. Maevsky, I. G. Gusar, A. S. Rosenfeld et al., 1982).
Таблица 26
Дыхание митохондрий печени крыс, получавших сукцинат аммония 
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1. Цифровые индексы при р указывают, с какой іруппой проводится сравнение.
2. Ѵ3, Ѵ4 скорость дыхания в 3-м и 4-м метаболических состояниях по Чансу -  
Вильямсу; Ѵф -  скорость фосфорилирования добавленного АДФ.
3. Среда выделения для митохондрий: 0,25 М сахарозы, 10 мМ трис-НСІ буфер 
(pH = 7,4), 0,5 мМ ЭГГА; инкубационная среда: 150 мМ КСІ, 10 мМ трис-НСІ буфер 
(pH = 7,4), 1 мМ ЭГТА, 3 мМ КН2РО4 , 1 мМ MgSO-i; добавки субстратов -  по 10 мМ, 
АДФ -  150 мкМ.
Животным делали подкожную инъекцию обзидана в дозе 1 мг 
на 1 кг массы тела непосредственно перед введением в желудок рас­
твора сукцината аммония в дозе 25 мг на 1 кг массы тела. Через 
30 мин после введения препаратов животных забивали, выделяли ми­
тохондрии печени и определяли параметры фосфорилирующего ды­
хания митохондрий. Оказалось, что введение обзидана предотвращает 
активацию фосфорилирующего дыхания митохондрий печени, вызы­
ваемую введением сукцината.
Следовательно, в какой-то мере воздействие введенного в орга­
низм сукцината на энергетический обмен опосредовано катехолами­
нами.
Заключение
В условиях организма химические буферные системы обеспечи­
вают стабильное поддержание pH, несмотря на то что их буферная 
емкость невелика. Если принять, что объем циркулирующей крови 
у взрослого человека равен 5 л, то при концентрации бикарбоната 
(основного щелочного эквивалента буферной системы плазмы крови) 
25 мМ его общая буферная емкость не достигает 100 мМ, поскольку 
половину объема цельной крови занимают эритроциты. Для энерго­
обеспечения субмаксимальной по мощности работы на уровне 300 Вт 
должное потребление кислорода составляет примерно 3 л, что при ве­
личине коэффициента АДФ/О, равном в среднем 2,5, эквивалентно 
расходу и воспроизводству 670 мМ АТФ. Учитывая, что при такой 
мощности кислородный долг составляет 50% от полной энергетиче­
ской потребности, можно оценить количество АТФ, воспроизводимо­
го «анаэробно» при субстратном фосфорилировании в реакциях гли­
колиза, что составляет 335 мМ. Соответственно 335 м-эквивалентов 
ионов водорода может поступить в кровоток. При буферной емкости 
плазмы крови, равной 100 мМ, ее полное исчерпание произошло бы 
за 20 с. Только благодаря тому, что химические буферы работают 
в открытой проточной системе в жесткой связке с физиологическими 
системами выведения кислотных эквивалентов и метаболическими 
процессами, обеспечивающими утилизацию ионов водорода (в реак­
циях окислительного фосфорилирования), окисление лактата до С 0 2 
(необходимого для воспроизводства бикарбоната) и включение его 
в глюконеогенез, возможно поддержание буферной емкости тканей 
и крови на весьма длительном промежутке времени даже при интен­
сивных АТФ-азных нагрузках.
Анализируя отдельные элементы этой системы, в общем виде 
представленной на рис. 30, мы предположили, что одним из узких 
мест, обладающим резервной (не используемой в полной мере) ак­
тивностью является мощность митохондриальной системы энерго­
обеспечения, поскольку у высокотренированных спортсменов систе­
мы выведения кислотных эквивалентов и доставки кислорода рабо­
тают на близком к физиологическому пределу уровне. При достиже­
нии индивидуального предела доставки кислорода к работающим
скелетным мышцам развивается рабочая гипоксия и метаболический 
ацидоз.
Рис. 30. Схема взаимодействия бикарбонатной буферной системы 
крови с «гемоглобиновым» буфером и системами тканевого
энергообеспечения
Основной вопрос поддержания энергетики митохондрий в этой 
ситуации сводится к обеспечению их субстратом, способным окис­
ляться в условиях гипоксии. Проведенное нами экспериментальное 
исследование подтвердило гипотезу о преимущественном окислении 
сукцината при кислородном дефиците. Именно поэтому в качестве 
средства метаболической коррекции ацидоза был использован сукци­
нат, окисляющийся в отличие от NAD-зависимых субстратов при вы­
соком уровне NADH и поддерживающий тем самым воспроизведение 
АТФ в реакциях окислительного фосфорилирования в гипоксических 
условиях.
Увеличение вклада митохондрий в энергообеспечение сказыва­
ется на функционировании не только скелетных мышц, но и всех дру­
гих тканей, в частности миокарда, печени и почек. При этом может 
увеличиваться ударный объем сердца за счет возрастания полноты 
расслабления миокарда во время диастолы (элемента, наиболее чув­
ствительного к энергетическому дефициту) и повышаться минутный 
объем без возрастания частоты сердечных сокращений. На уровне пе­
чени и почек может существенно увеличиваться интенсивность глю- 
конеогенеза. Кроме того, выяснилось, что даже несубстратные малые 
концентрации сукцината достаточны для того, чтобы вызвать сдвиг 
кривой диссоциации оксигемоглобина вправо, что способствует об­
легчению доставки кислорода и поддержанию бикарбонатной буфер­
ной системы эритроцита и плазмы крови. Одновременно происходит 
улучшение венозного оттока, поскольку сукцинат, по-видимому, об­
ладает вазодиляторным действием. Таким образом, выбор сукцината 
в качестве средства метаболической коррекции ацидоза обеспечил 
более эффективное функционирование нескольких сопряженно рабо­
тающих механизмов в открытой системе естественной коррекции ме­
таболического ацидоза: увеличение вклада митохондрий в ресинтез 
АТФ -  уменьшение количества ионов водорода, остающихся в цито­
золе при работе АТФ-аз актомиозина и саркоплазматического рети- 
кулума, улучшение работы всей сердечно-сосудистой системы как на 
центральном, так и на периферическом участках и дополнительное 
увеличение участия «гемоглобинового буфера» в доставке кислорода 
и в поддержании бикарбонатной буферной системы при явно лучших 
условиях для вовлечения недоокисленного лактата и других метабо­
литов в глюконеогенез.
В экспериментальном анализе необходимости и возможности 
поддержания митохондриального энергообеспечения мы исходили из 
гипотезы, которую в 1977 г. выдвинул W. Gevers, о том, что истоки 
метаболического ацидоза при любого вида АТФ-азной нагрузке кро­
ются в недостаточной уборке ионов водорода, образующихся 
в АТФ-азных реакциях. Из теоретического анализа следовало, что 
развитие и глубина ацидоза зависят от того, какой энергетический ис­
точник, потребляющий протон или оставляющий его в среде, обеспе­
чивает воспроизведение АТФ. Поскольку в ходе субстратного фосфо­
рилирования используются только АДФ и неорганический фосфат, 
а при окислительном фосфорилировании наряду с этими субстратами 
происходит захват и ионов водорода, постольку работа, обеспечивае­
мая субстратным фосфорилированием, является причиной ацидоза. 
Опираясь на эту теорию, можно было конструктивно подойти к выра­
ботке методов коррекции ацидоза. Активация митохондриальной сис­
темы окислительного фосфорилирования могла бы препятствовать 
развитию избыточного накопления Н \  если бы была возможность из­
бирательно активировать воспроизводство АТФ в дыхательной цепи 
митохондрий, минуя гликолиз.
Эти представления нуждались в экспериментальной проверке, 
которая ранее никем не была выполнена. Дело в том, что при анализе 
сложных объектов, в которых реакции потребления и воспроиз­
водства АТФ жестко сопряжены, даже на уровне гомогената и тем 
более на уровне клеток и тканей любое торможение или нарушение 
процесса окислительного фосфорилирования приводило не только 
к торможению суммарного воспроизведения АТФ в митохондриях 
и в исследуемом тканевом препарате, но и к падению активности 
АТФ-потребляющих процессов. Это легко понять, исходя из закона 
действующих масс, который проявляется на уровне всех АТФ-аз: на­
копление АДФ, фосфата и ионов водорода тормозит гидролиз АТФ 
(В. И. Дещеревский, 1977). Кроме того, при этом компенсаторно 
включаются реакции гл и колитической оксидоредукции, и в итоге вы­
явить вклад собственно митохондрий в уборке Н+ казалось невозмож­
ным. Поэтому мы решили дополнить ингибиторный анализ модели­
рованием (воспроизведением) квазистационарных АТФ-азных нагру­
зок в реконструированной системе. Простейшей системой является 
экзогенная (внешняя по отношению к митохондриям) АТФ-аза и изо­
лированные митохондрии. В качестве экзогенной АТФ-азы мы ис­
пользовали в основном наиболее доступную глюкозо-гексокиназную 
систему. В нескольких экспериментах была проведена проверка ос­
новных закономерностей и с другими АТФ-азами, в частности с выде­
ленным фактором F1 Н-АТФ-азы митохондрий. Этот же подход нам 
удалось использовать и на уровне гомогената. Причем на гомогенате 
сердца мы использовали наряду с экзогенными АТФ-азами актива­
цию эндогенных АТФ-аз избытком ионов Mg2+, не убирая при этом из 
инкубационной среды ионы Са2+, которые присутствовали в кон­
центрации порядка Ю 6^ М. Таким образом, на начальной стадии, по­
рядка одной минуты, при избытке добавленного АТФ удавалось дос­
тигать близких к стационарным активностей АТФ-аз.
На фоне таких АТФ-азных нагрузок был проведен ингибитор­
ный анализ и сравнение «щелочной» буферной емкости реакций 
окислительного фосфорилирования при окислении самых разнооб­
разных субстратов. С помощью малых концентраций ингибитора 
N-этилмалеимида удалось идентифицировать участок, непосредст­
венно ответственный за уборку ионов водорода в виде переносчика 
ионов фосфата. Мы показали, что в полном соответствии с хемиосмо- 
тической теорией наиболее эффективно способствуют уборке ионов 
водорода, генерируемого экзогенными АТФ-азами, те субстраты, при 
окислении которых поддерживается максимальная скорость окисли­
тельного фосфорилирования. Таким субстратом оказался сукцинат. 
Именно поэтому в условиях деэнергизующего действия АТФ-аз весь­
ма важным оказалось предотвращение ингибирования сукцинатде- 
гидрогеназы. Наибольшая скорость уборки АТФ-азного Н+ наблюда­
лась при окислении сукцината в присутствии глутамата, снимающего 
щавелево-уксусное торможение СДГ.
Анализ экспериментальных данных, полученных на реконст­
руированной системе «митохондрии -  внешняя АТФ-аза», на гомоге­
нате и на изолированном перфузируемом органе, позволил устано­
вить, что за счет внесения экзогенного энергетически высокоэффек­
тивного субстрата -  сукцината -  можно существенным образом акти­
вировать ресинтез АТФ в митохондриях, минуя гликолитическую ок- 
сидоредукцию.
В процессе проведения исследования нам удалось выявить при­
знаки, позволяющие по кинетическим параметрам отличить окисле­
ние сукцината от окисления NAD-зависимых субстратов. Наиболее 
четким признаком является регистрация потребления кислорода с од­
новременной регистрацией продукции С 0 2, образующегося при де- 
карбоксилировании таких субстратов, как пируват, а-кетоглутарат 
и изоцитрат. Регистрируя изменение величины дыхательного коэф­
фициента RQ как отношение Д С 02 /А0 2, мы показали прогрессивное 
падение этого параметра (теоретически равного нулю при окислении 
сукцината) при появлении малой примеси экзогенного или эндоген­
ного сукцината в среде на фоне окисления избытка NAD-зависимого 
декарбоксилирующегося субстрата. Таким образом, были получены 
новые экспериментальные подтверждения развиваемого М. Н. Конд- 
рашовой представления о монополизации сукцинатом дыхательной 
цепи митохондрий. Уменьшая оксигенацию инкубационной среды 
(снижение р 0 2 со 150 до 25-30 мм рт ст.), мы обнаружили, что даже 
такое ограничение доступности кислорода (далекое от Кт для цито- 
хромоксидазы) достаточно для того, чтобы изменились константы 
сродства оксидазной системы митохондрий к пирувату и сукцинату 
в сторону преимущества последнего.
Таким образом, выполненные in vitro экспериментальные иссле­
дования позволили прийти к четкому заключению о перспективности 
использования сукцината для активации фосфор ил ирующего дыхания 
митохондрий с целью уборки ионов водорода, образующихся при 
АТФ-азных нагрузках. В пользу выбора сукцината свидетельствовали 
как его высокая энергетическая эффективность, так и кинетические 
преимущества перед NAD-зависимыми субстратами, особенно зна­
чимые при ограничении доступности кислорода, что соответствует, 
на наш взгляд, так называемой рабочей гипоксии, неизбежно разви­
вающейся при интенсивных нагрузках на уровне ткани и организма.
При переходе к уровню целостного организма удалось решить 
один из ключевых вопросов: может ли экзогенный сукцинат, посту­
пивший в организм через желудочно-кишечный тракт, вступать в ме­
таболические превращения. С помощью сукцината, меченного по уг­
лероду (в экспериментах на животных использовался радиоактивный 
изотоп 14С, в исследованиях на добровольцах -  нерадиоактивный 
стабильный изотоп ІЗС), мы показали, что сукцинат окисляется до 
углекислого газа быстрее, чем глюкоза, поскольку в отличие от глю­
козы он не откладывается в депо, а сразу включается в метаболичес­
кие превращения. Скорость включения метки в выдыхаемую углеки­
слоту шестикратно возрастает при физической нагрузке. Причем 
метка обнаруживается практически во всех тканях и ее содержание 
в 2 раза уменьшается на фоне многократной активации окисления во 
время нагрузки.
Последующие испытания антиацидотической активности экзо­
генного сукцината на животных и при обследовании добровольцев, 
в том числе спортсменов, позволили установить, что «митохондри­
альный подход» оказался перспективным на уровне целостного ор­
ганизма, хотя конкретные механизмы влияния экзогенного сукцина­
та в условиях организма, очевидно, намного богаче и разнообразнее. 
В частности, наряду с субстратным действием сукцината не исклю­
чено и его регуляторно-сигнальное воздействие на различные систе­
мы доставки кислорода и гормональной регуляции энергетического 
обмена.
Нами показано, что экзогенный сукцинат оказался наиболее 
эффективным средством коррекции метаболического ацидоза. При­
чем в условиях смешанного анаэробно-аэробного энергообеспечения 
при субмаксимальных физических нагрузках прием сукцината спо­
собствует увеличению доли аэробных окислительных процессов 
и тем самым существенно уменьшает глубину постнагрузочного 
ацидоза. При максимально возможных нагрузках (до отказа) откры­
вается, возможно, более важное сигнальное и регуляторное воздей­
ствие сукцината, которое проявляется в стимуляции, как мы полага­
ем, активного вымывания из работающих мышц недоокисленных 
продуктов. Благодаря этому спортсмены способны выполнять работу 
большей мощности на фоне нарастающего в крови метаболического 
ацидоза. Следует особо отметить, что данные, полученные in vitro, 
и исследования, выполненные на животных и добровольцах, выяви­
ли особенно высокую противоацидотическую эффективность сукци­
ната аммония как при АТФ-азных нагрузках, так и при физической 
работе. Полученные результаты легли в основу создания нового ак- 
топротектора, выпускаемого с 2000 г. под названием «Энерлит», 
в состав которого входит в качестве действующей субстанции сук­
цинат аммония.
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Список использованных сокращений
АДФ -  аденозиндифосфат
АМР -  аденозинмонофосфат
АСП -  аспартат
АТР -  аденозинтрифосфат
АТФ-аза -  аденозинтрифосфатаза
ГАМК -  гамма-аминомасляная кислота
ГОМК -  гамма-оксимасляная кислота
ДК -  дыхательный контроль
ДНФ -  динитрофенол
ИМФ -  инозинмонофосфат
КОС -  кислотно-основное состояние
КрФ -  креатинфосфат
MX -  митохондрии
ОАА оксалоацетат
ГІН -  пиридиннуклеотиды
ПНН -  пиридиннуклеотиды восстановленные
Рн -  фосфат неорганический
р0 2 -  парциальное давление (напряжение) кислорода
рС 0 2 -  парциальное давление (напряжение) углекислого газа
СА -  сукцинат аммония
СБО -  сдвиг буферных оснований
СДГ -  сукцинатдегидрогеназа
ТФФ -  тетрафенилфосфоний
ФАД -  флавинадениндинуклеотид
ФЕП -  фосфоенолпируват
ФП -  флавопротеиды
ЦТК -  цикл трикарбоновых кислот
ЩУК -  щавелево-уксусная кислота
ЭГТА -  этиленгликоль бис(Р-аминоэфир)-К^Ы ',Ы '-тетраацетат
ЭДТА -  динатриевая соль этилендиаминтетрауксусной кислоты
NAD -  никотинамидадениндинуклеотид
NADP -  никотинамидаденидинуклеотидфосфат
RQ -  дыхательный коэффициент
а-КГ -  а-кетоглутарат
ß-OM -  ß-оксимасляная кислота
ДцН -  электрохимический трансмембранный потенциал ионов 
водорода
ПРИЛОЖЕНИЕ
Практическое использование сукцината аммония
Проведенные исследования дают основание сделать заключение 
о том, что одним из наиболее эффективных субстратов, обеспечи­
вающих in vitro и in vivo увеличение вклада митохондрий в поддержа­
ние pH и мобилизацию аэробных окислительно-восстановительных 
процессов при нагрузках, является сукцинат аммония. Суммируем 
основные аргументы, позволяющие обосновать практическое приме­
нение СА для купирования метаболического ацидоза при физических 
нагрузках.
Окисление любой соли сукцината энергетически эффективнее, 
чем окисление NAD-зависимых субстратов. СА обладает большей 
эффективностью, чем сукцинат калия in vitro или сукцинат натрия 
in vivo, превосходя по антиацидотической активности смесь сукцина­
та и глутамата.
Зачастую при развитии энергетического дефицита, сопровож­
дающегося повышением степени окисленности дыхательных пере­
носчиков, окисление сукцината может оказаться заторможенным 
из-за падения активности сукцинатдегидрогеназы. Как правило, ак­
тивировать СДГ, заторможенную конкурентным ингибитором -  ща­
велево-уксусной кислотой -  достаточно просто, например, с по­
мощью экзогенного глутамата, который вовлекает ЩУК в реакцию 
переаминирования, или путем повышения степени восстановленно- 
сти пиридиннуклеотидов при добавлении NAD- или NADP-зависи- 
мых субстратов, таких как ß-оксимасляная кислота или изоцитрат.
Именно благодаря подобному воздействию на СДГ наиболее 
эффективно срабатывают, даже в низкоэнергетических условиях, та­
кие субстратные композиции, как смеси сукцината и глутамата. В свя­
зи с этим отметим еще одно обстоятельство. В митохондриях практи­
чески всех тканей, в первую очередь в митохондриях мозга и печени, 
весьма активно идет восстановительное аминирование -  синтез глу­
тамата из а-кетоглутарата и аммония с использованием NAD(P)H 
в глутаматдегидрогеназной реакции. Необходимым условием и огра­
ничением для ГДГ-реакции является доступность аммония. Отсюда 
следует, что для поддержания синтеза глутамата можно использовать
сукцинат аммония. Экзогенный сукцинат способствует торможению 
а-кетоглутаратдегидрогеназной реакции как ее конечный продукт 
и вовлечению а-кетоглутарата в ГДГ-реакцию. Иными словами, ам­
моний как субстрат активирует образование глутамата. В свою оче­
редь, образовавшийся глутамат может обеспечить активацию СДГ, 
если имеется ЩУК-овое торможение этого фермента, и тем самым 
поддержать окисление сукцината.
Напомним, что не во всех случаях функциональной нагрузки 
имеет смысл использовать систему окисления янтарной кислоты на 
полную мощность. Внимание к этому аспекту проблемы М. Н. Кондра­
шова привлекла еще в 1978 г., когда было установлено, что при гипер- 
эргических состояниях, связанных с гипервосстановленностью пири- 
диннуклеотидов, с избыточно быстрым поступлением ионов калия или 
кальция в митохондрии (в результате чего они набухают и могут «взо­
рваться»), при излишне высокой скорости потребления кислорода, на­
пример при «струйном» поступлении сукцината в клетку в случае по­
вреждения клеточной мембраны (при этом может развиться явление 
кислородного «обкрадывания»), следует притормозить окисление сук­
цината. И в качестве тормоза могут быть использованы агенты, сни­
жающие степень энергизованности митохондрий и уменьшающие сте­
пень восстановленности пиридиннуклеотидов, или просто источники 
ЩУК. Не касаясь всех сторон указанного явления, отметим, что де- 
энергизующим воздействием на митохондрии и способностью снижать 
степень восстановленности пиридиннуклеотидов обладает аммоний. 
Во-первых, транспорт аммония в митохондрии связан с уменьшением 
величины трансмембранного потенциала (симпорт с ионом водорода). 
Во-вторых, аммоний способствует синтезу глутамата, использующего 
восстановительные эквиваленты cNAD(P)H, что требует включения 
энергозависимой трансгидрогеназы.
Таким образом, при использовании С А, с одной стороны, долж­
на происходить активация СДГ, если имеет место ЩУК-овое тормо­
жение, и, следовательно, активация энергодающих процессов в мито­
хондриях. С другой стороны, СА может вызвать торможение СДГ 
вследствие некоторой деэнергизации митохондрий и снижение уров­
ня восстановленности NAD(P)H, если имеет место гиперактивация 
СДГ и митохондрий, например при избыточном окислении липидов, 
набухании митохондрий или аномально высокой проницаемости кле­
точной мембраны для сукцината и ионов кальция. Такое противопо­
ложно направленное -  активирующее или тормозящее -  действие СА 
в зависимости от исходного состояния легко наблюдать на изолиро­
ванных митохондриях при изменении степени восстановленности пи- 
ридиннуклеотидов (Д. Б. Борзов, Е. И. Маевский, 1978). На фоне ис­
ходно низкого уровня NADH добавление СА приводит к росту степе­
ни восстановленности NADH, очевидно, за счет энергозависимого 
обратного переноса восстановительных эквивалентов в дыхательной 
цепи при окислении сукцината. На фоне высокого уровня NADH даже 
в условиях открытой дыхательной цепи СА вызывает уменьшение 
восстановленности пиридиннуклеотидов за счет включения 
ГДГ-реакции, поскольку в митохондриях всегда имеется некоторое 
количество эндогенного а-кетоглутарата. Итак, СА в зависимости от 
степени восстановленности пиридиннуклеотидов может вызывать их 
восстановление или окисление.
При ряде патологических состояний и экстремальных нагрузках, 
сопровождающихся набуханием митохондрий, гипоксией, выходом 
из митохондрий пиридиннуклеотидов, при многих видах поврежде­
ний митохондриальной ДНК наблюдается нарушение окисления 
NAD-зависимых субстратов. В таких ситуациях сукцинат -  чуть ли не 
единственный субстрат, окисление которого сохранено в той или 
иной степени. Учитывая выявленную в исследованиях последних лет 
роль митохондрий в запуске и развитии апоптоза -  запрограммиро­
ванной гибели клеток, возможность энергизации, улучшения состоя­
ния митохондрий экзогеными субстратами, в частности сукцинатом, 
может иметь существенно большее значение, чем это можно было ра­
нее предположить в рамках сугубо «энергетических» представлений.
Итак, на уровне изолированных митохондрий накоплены экспе­
риментальные предпосылки, которые позволяют оценивать СА как 
агент, способный или стимулировать, или ослаблять избыточно акти­
вированные функции митохондрий, что, по-видимому, не может не 
сказываться на энергозависимых процессах на уровне клетки и це­
лостного организма.
Первые свидетельства об использовании СА в качестве фарма­
кологического препарата приведены в «Императорской российской 
фармакопее», изданной в Санкт-Петербурге в 1882 1889 гг. В ней 
указано, что в отличие от довольно слабого препарата янтарной ки­
слоты в практике следует использовать СА, эффективность которого 
намного выше. Основное показание -  применение СА в качестве про- 
тивосудорожного, успокаивающего средства. Мы не располагаем ис­
точниками, определившими подобные показания и послужившими 
основанием для включения СА в «Российскую фармакопею». Такого 
рода данные были получены в экспериментальных исследованиях, 
выполненных в отделе нейрофармакологии (руководитель чл.-кор. 
РАМН Н. С. Сапронов) Научно-исследовательского института экспе­
риментальной медицины Российской академии медицинских наук 
(Санкт-Петербург).
Исходя из уровня сегодняшних знаний, можно предположить 
что эффекты СА связаны, во-первых, с важной ролью митохондри­
альной энергетики в обеспечении функций возбудимых структур моз­
га, где переход от состояния покоя к состоянию активности и после­
дующему восстановлению связан с многократным изменением актив­
ности энергозависимых процессов; во-вторых, с ключевой ролью глу- 
тамата, ГАМК и ГОМК в обеспечении синаптических процессов, ре­
гуляции торможения и возбуждения в центральной нервной системе, 
а также со взаимосвязью обмена этих интермедиатов с образованием 
и окислением сукцината; в-третьих, с особой ролью системы освобо­
ждения и связывания аммония в клетках головного мозга, с жесткой 
энергозависимостью распада и ресинтеза аденилатов и глутамина, 
а также с возможностью влияния аммония на изменение степени вос- 
становленности пиридиннуклеотидов и энергизации митохондрий, на 
N O -синтетазу, продуцирующую один из наиболее мощных модулято­
ров сосудистого тонуса, кровотока и ряда функций клеток мозга, 
в том числе активность антиоксидантных систем. И наконец, эффекты 
СА связаны с зависимостью функций центральной нервной системы 
при гипероксии и старении от состояния митохондрий как системы, 
обеспечивающей генерацию или уборку свободно-радикальных форм 
кислорода, повреждающее воздействие которых вызывает не только 
прогрессивную утрату памяти, но и многие другие дегенеративные 
и возрастные изменения.
Не исключено, что СА на уровне организма окажется агентом, 
способным нормализовать и улучшать многие энергозависимые про­
цессы. Благотворное действие СА на старых животных выявлено в ра­
боте Ю. Г. Каминского и Е. А. Косенко, М. Н. Кондрашовой (1982),
показавших, что курсовой прием СА способствует повышению кон­
центрации адениловых нуклеотидов в печени старых крыс до уровня, 
наблюдаемого у молодых половозрелых животных. Ими же было по­
казано радиопротекторное действие сукцината (Е. А. Косенко, 
Ю. Г. Каминский, М. Н. Кондрашова, 1996).
Испытания по безопасности использования препарата СА в пол­
ном объеме были выполнены в 1994 г. под руководством А. С. Сара- 
тикова в Сибирском медицинском институте. Показано, что СА не 
токсичен при разовом и длительном использовании, не обладает тера­
тогенным, эмбриотоксичным, местнораздражающим, мутагенным или 
аллергизирующим действием и не может быть отнесен к иммуномо­
дуляторам. На адекватных моделях с временным пережатием сонных 
артерий установлено, что СА обладает ярко выраженным противо- 
ишемическим воздействием в отношении головного мозга животных.
Таким образом, полученные данные и анализ литературы по 
рассматриваемой проблеме свидетельствуют о том, что СА соответ­
ствует большинству требований, предъявляемых к лекарственным 
препаратам и тем более к пищевым добавкам, что открывает возмож­
ность для его применения в качестве средства, коррегирующего об­
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